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Abreviaturas usadas
AlOH: Hidróxido de Aluminio
Con A: Concanavalina A 
CD: Del inglés Cluster of Diferentiation
CpG: Oligodeoxinucleótidos con motivos CpG
D.O.: Densidad Óptica
E.L.I.S.A.: Del inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Fc block: Anticuerpo de unión a receptores de inmunoglobulinas en la superficie 
celular.
GM-CSF: Factor estimulador de colonias granulomonocíticas
Ig: Inmunoglobulina
IL: Interleuquina
IFN: Interferón 
HR: Humerad relativa
IP: Ioduro de propidio
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad
pDC: Células dendríticas plasmacitoides
ODN: Oligodeoxinucleótido
OPD: 1,2- diclorhidrato de fenilendiamina 
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SIT: Inmunoterapia específica, del inglés Specific Immunotherapy
SDS-PAGE: Del inglés Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel Electrophoresis
TGF: Factor de crecimiento transformante
Th: Del inglés T-helper
Treg: T reguladora
TLR: Receptor de tipo Toll, del inglés Toll-Like Receptor
TNF: Factor de necrosis tumoral
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Abstract
Type I allergy is an immunological disorder which affects more than 25% of the popula-
tion in the industrialized world. Allergic patients are characterized by a strong IgE-mediated Th2 
response when challenged with otherwise innocuous antigens known as allergens. Treatment 
strategies for allergic diseases include medication aimed towards symptomatic relief and 
allergen-specific immunotherapy (SIT). SIT has been used since the early 1900s and involves the 
regular subcutaneous injection of increasing doses of allergen extract eventually leading to aller-
gen tolerance. SIT is the only treatment approach that modifies the immune response towards 
allergens and is capable of long term reduction of symptom and medication scores, achieving 
an overall improvement in the patient’s quality of life as well as decreasing the development of 
sensitization to new allergens. The mechanisms by which SIT exerts its beneficial effects remain 
incompletely defined. However, multiple studies show that SIT modifies the responses of APCs, T 
cells and B cells generating a Th1-Treg response that implies overall increases in IFN-γ, IL-10 and 
TGF-β production. Clinical efficacy of SIT is dose dependant, a fact that involves potential side 
effects such as anaphylactic shock.
Several strategies have been developed in order to improve the safety and efficacy of 
traditional SIT. These alternatives mainly involve the administration of hypoallergenic vaccines 
with low IgE-binding properties which can be generated by recombinant DNA technology or by 
chemical modification of allergen extracts. Chemically modified extracts from the house dust 
mite Dermatophagoides pteronyssinus have proven increased safety and efficacy in several clini-
cal trials.
A second approach includes the use of novel adjuvants that contribute to a Th1-oriented 
balance of the Th2 response that takes place during an allergic reaction. Currently aluminum 
hydroxide is the adjuvant of choice in conventional SIT; however it might not be the ideal immu-
nostimulatory agent due to its association with the generation of Th2 responses. On the contrary, 
CpG-containing immunostimulatory DNA sequences have shown to be able to generate Th1 
responses through activation of TLR-9 receptors and may be a better adjuvant choice for SIT.
In this dissertation we analyze the immune response in BALB/c mice when several for-
mulations that included one native extract and two chemically modified (depigmented extract 
and depigmented and polymerized extract) from the house dust mite D. pteronyssinus were 
inoculated in the presence or absence of two adjuvants: aluminum hydroxide or CpG-containing 
immunostimulatory DNA ODNs. Our results show that the three extracts induced Th2 responses 
when administered without adjuvants. When the native extract was adsorbed onto aluminum 
hydroxide, a strong Th2 response was observed along with high IgE levels. Administration of 
the depigmented extract with aluminum hydroxide resulted in a Th2 response with reduced IgE 
production levels. The polymerized extract inoculated in the presence of aluminum hydroxide 
elicited a Th2 response, but we also observed higher IFN-γ levels than those observed after 
inoculation of the native and depigmented extracts after in vitro stimulation of cultured sple-
nocytes. CpG-containing oligonucleotides induced a Th1 (and probably a Th1-Treg) response 
in BALB/c mice when used as an adjuvant with each extract. This Th1 response was stronger 
when the modified extracts were inoculated, achieving higher IFN-γ and IL-10 levels after in vitro 
stimulation.
Our results indicate that the polymerized extract is the better choice due to its hypoaller-
genic properties when used with the traditional adjuvant aluminum hydroxide. Administration 
of this low IgE-binding extract in combination with CpG-containing immunostimulatory oligo-
nucleotides could be considered as a promising alternative to improve the efficacy of house dust 
mite-specific immunotherapy.
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Introducción1. 
Alergia1.1. 
El término alergia fue introducido a principios del siglo XX por von Pirquet como 
“una capacidad alterada del cuerpo para reaccionar frente a una sustancia extraña” (von 
Pirquet, 1906). La alergia o hipersensibilidad, es una enfermedad en la que el sistema 
inmune responde de forma más o menos patológica al contacto con antígenos ambien-
tales inocuos (alérgenos). 
Se conocen actualmente cuatro tipos de hipersensibilidad. Las tres primeras 
están mediadas por anticuerpos y se diferencian entre sí por el tipo de antígeno que las 
provoca y por la clase de inmunoglobulina que media en su desarrollo, el cuarto tipo de 
hipersensibilidad está mediado por linfocitos T (Janeway, 2005): 
Las respuestas de Tipo I están dirigidas contra antígenos solubles y son media-•	
das por IgE (Alergia).
Las de tipo II, dirigidas contra antígenos presentes en superficie de la mem-•	
brana o asociados a matrices extracelulares y mediadas por IgG (Síndrome de 
Goodpasture, Enfermedad de Graves, Miastenia gravis, Eritroblastosis fetal, 
Pénfigo, Anemia perniciosa autoinmune).
Tabla 1. Reacciones alérgicas mediadas por IgE 
Síndrome Alergenos que lo 
inducen 
Vía de entrada Respuesta 
Anafilaxis 
sistémica 
Fármacos 
Suero 
Veneno 
Cacahuetes 
Intravenosa 
(directamente o 
posterior a una 
absorción rápida) 
Edema 
Incremento de la 
permeabilidad vascular 
Oclusión traqueal 
Colapso circulatorio 
Muerte 
Urticaria aguda Picaduras de 
insectos 
Pruebas de alergia 
Subcutánea Incremento local de 
circulación sanguínea 
y de la permeabilidad 
vascular 
Rinitis Alérgica 
(Fiebre del Heno) 
Pólenes 
Heces de Ácaros 
Inhalación Edema e irritación de 
las mucosas nasales 
Asma Pólenes 
Heces de Ácaros 
Inhalación Broncoconstricción 
Incremento de la 
producción de moco 
Inflamación de las vías 
respiratorias 
Alergias 
Alimentarias 
Marisco 
Leche 
Huevos 
Pescado 
Trigo… 
Oral Vómitos 
Diarrea 
Prurito 
Urticaria 
Anafilaxis 
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La hipersensibilidad de tipo III está dirigida contra antígenos solubles y es •	
mediada por IgG (Artritis reumatoide, Enfermedad del suero, Lupus eritema-
toso sistémico, Glomerulonefritis por complejos inmunes).
La hipersensibilidad de tipo IV, mediada por linfocitos T y dirigida contra •	
antígenos tanto solubles como asociados a células (Dermatitis por contacto, 
Enfermedad celíaca, Rechazo de trasplantes).
Más del 25% de la población de países desarrollados sufre alergias mediadas 
por IgE, la forma más común de hipersensibilidad. Las reacciones alérgicas de tipo I 
ocurren cuando un individuo que haya producido IgE en respuesta a un antígeno ino-
cuo (alérgeno) se reencuentra con él. La presencia del alérgeno dispara la activación de 
mastocitos capaces de unir IgE en el tejido expuesto, hecho que conduce a una serie 
de manifestaciones clínicas locales o sistémicas que se conocen como alergia (Tabla 1) 
(Janeway, 2005). 
Epidemiología1.1.1. 
La rinoconjuntivitis alérgica, el asma y la dermatitis atópica se encuentran entre 
las enfermedades crónicas más comunes en Europa y Norteamérica. Sin embargo en el 
siglo XIX, estas enfermedades se mencionaban en la literatura médica como casos excep-
cionales. La incidencia de enfermedades autoinmunes y alergias ha ido aumentando 
progresivamente desde entonces, disparándose en los últimos 30 años, sobre todo en 
países desarrollados (Olesen et al., 1997; Gustafsson et al., 2000; Bach, 2002; Moore et al., 
2004; Purvis et al., 2005; Halkjaer et al., 2006).
Durante los últimos años se han realizado numerosos estudios sobre la prevalen-
cia de las enfermedades asociadas a hipersensibilidad mediada por IgE en el marco del 
Estudio Internacional de Asma y Alergias en la Infancia (ISAAC) (Shah, 1994; Asher et al., 
1995; Fernandez Benitez et al., 1996; ISAAC, 1998b, a; Williams et al., 1999; Mallol et al., 
2000; Anderson et al., 2001; Vanna et al., 2001; Falade et al., 2004; Lee et al., 2004; Weiland 
et al., 2004; Ellwood et al., 2005; Asher, 2007; Pearce et al., 2007; Bjorksten et al., 2008). En 
general, se aprecia que los países más occidentalizados muestran incidencias hasta 60 
veces mayores que las de aquellos menos desarrollados hasta el punto en que en algu-
nos países como el Reino Unido, Nueva Zelanda, Australia y Estados Unidos, uno de cada 
tres niños acude al médico a causa de la alergia y se habla de una incipiente epidemia de 
alergia (Gould y Sutton, 2008).
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Mecanismos celulares y moleculares de la respuesta inmune 1.1.2. 
frente a alérgenos
Para que un individuo sea considerado alérgico tiene que haber pasado por un 
periodo de sensibilización en el que, por primera vez, entra en contacto con el alérgeno 
en cuestión. Durante esta fase, cantidades mínimas de alérgeno soluble son fagocitadas 
por células dendríticas que presentan el antígeno a linfocitos T vírgenes que, al ser acti-
vados se polarizan hacia un tipo de respuesta Th2, produciendo, entre otras, IL-3, IL-4, 
IL-5, IL-9, IL-13 y GM-CSF. Estas citoquinas están involucradas en los distintos procesos 
que favorecen el desarrollo de una respuesta alérgica (Figura 1) (Larche et al., 2006):
Cambio de isotipo de inmunoglobulinas en linfocitos B a IgE (IL-4 e IL-13) •	
Reclutamiento de mastocitos (IL-4, IL-9 e IL-13)•	
Maduración de eosinófilos (IL-3, IL-5 y GM-CSF) y basófilos (IL-3 e IL-4) •	
El desequilibrio entre las respuestas Th2 y Th1 se considera el eje central de las 
enfermedades alérgicas y su origen se encuentra actualmente en discusión. Se sugiere 
que el propio microambiente del tracto respiratorio favorece esta polarización (Holgate, 
2007a, b; Schleimer et al., 2007), y también pueden tener influencia el genotipo del indi-
viduo (Cardaba et al., 2007; Koppelman, 2007; Lugogo et al., 2007; Zhang et al., 2008), la 
dosis y/o la conformación antigénica (Akdis et al., 1998), la naturaleza y el número de 
células presentadoras involucradas (Jahnsen et al., 2000; Tanaka et al., 2000), la duración 
de la presentación al receptor de células T (Constant et al., 1995) así como la presencia de 
histamina y otros mediadores biológicos (Mazzoni et al., 2001). 
Diferenciación 
a Th2 y expansión  
clonal
 
 
IgE+
Memoria
Expansión
 clonal
Alérgeno
MHC II
TCR
DC
IL-4
IL-4 IL-4
IL-13
IL-4
IL-13
IgM
Cambio 
de isotipo
a IgE
IgE
T
naive
TH2B
T
naive
B
B
B
B
Figura 1. Sensibilización y memoria (modificado de Larche et al, 2006)
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Recientemente se ha descrito un nuevo subtipo de linfocitos T CD4+, los linfocitos 
T reguladores (Treg), que actúan como pivote en la regulación de la polarización de las res-
puestas Th1/Th2. Estas células se caracterizan por la expresión del factor de crecimiento 
Forkhead box P3 (FoxP3) y el receptor de IL-12 (Wing et al., 2006), pero al contrario que los 
linfocitos T activados, expresan niveles bajos de CD127 (Seddiki et al., 2006). Las células 
Treg están relacionadas con la supresión de respuestas alérgicas en ratones (Bacchetta et 
al., 2007) y en humanos controlan las respuestas Th2 mediante la producción de IL-10 y 
factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) (Larche, 2007) (Figura 2). Esta población 
celular juega un papel muy importante tanto en la fase de sensibilización, como en el 
control de respuestas Th1 ó Th2 exacerbadas durante las respuestas agudas y crónicas.
Una vez que un individuo se ha sensibilizado y se reencuentra con el alérgeno, 
la reacción alérgica se desencadena cuando éste es reconocido por IgE que está pre-
viamente ligada al receptor FcεRI de mastocitos y basófilos. Este hecho provoca su 
desgranulación y la liberación al medio una serie de efectores (histamina, mediadores 
lipídicos, quimioquinas y otras citoquinas). La reacción alérgica se divide en dos fases: la 
inmediata y la tardía.
TH1IFN-γ
Treg
TH2TH1 TH17
IL-10 TGF-β
IL-17 IL-22  
Linfocito T 
Virgen
TH2
B
IL-13
   IL-9   
IL-5 
IL-4  
TH17
Inamación aguda
¿Regulación?
Crecimiento
Diferenciación
Proliferación
Producción de 
IgE
Respuestas asintomáticas
Reparación celular
Apoptosis
Activación
Células dendríticas
Neutrólos
Queratinocitos
Células epiteliales
Fibroblastos
Mastocitos
Eosinólos
Figura 2.  Poblaciones de linfocitos T y su papel en alergia
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Durante la reacción inmediata, que ocurre en los primeros treinta minutos, los 
mastocitos y basófilos se desgranulan y liberan los mediadores principales de la res-
puesta alérgica (Janeway, 2005; Larche et al., 2006):
Histamina: aumenta la permeabilidad vascular y favorece la contracción del •	
músculo liso.
Mediadores lipídicos: leucotrienos C4 y T4 (promueven la secreción de moco, •	
favorecen la permeabilidad vascular y la contracción del músculo liso) y factor 
activador de plaquetas (atrae linfocitos por quimiotaxis, retroalimenta la pro-
ducción de mediadores lipídicos y activa neutrófilos, eosinófilos y plaquetas).
Quimioquinas: CXCL8 (IL-8), CXCL10, CCL2, CCL4 y CCL5 que atraen linfocitos •	
T, células dendríticas, eosinófilos, monocitos y mastocitos.
Citoquinas: amplifican la polarización hacia Th2 (IL-4 e IL-13) y activan eosinó-•	
filos (IL-3 e IL-5).
En determinados casos, los más graves, se pueden producir respuestas tardías 
que están asociadas con casos crónicos de alergia como el asma o la dermatitis atópica 
(Figura 3). La respuesta tardía, que ocurre entre 6 y 72 horas después de la inmediata, 
está mediada principalmente por linfocitos Th2. Ésta se dispara dado que la IgE tam-
bién se une al receptor FcεRI de células dendríticas y monocitos y al receptor de baja 
afinidad FcεRII (CD23) de la superficie de linfocitos B. Este hecho aumenta la captura de 
alérgeno por parte de estas células presentadoras y su presentación a linfocitos T CD4+ 
IgE
Activación de musculatura
lisa, hiper-reactividad y
liberación de quimioquinas
y citoquinas 
proinamatorias
Aumento de adhesion 
de células endoteliales 
y de la migración de 
células inamatorias
Activación de eosinólos
Liberación de mediadores,
citoquinas y quimioquinas
Entrada de basólos a los tejidos, 
desgranulación de mastocitos y basólos:
Liberación de monoaminas, mediadores
lipídicos, quimioquinas y citoquinas 
proinamatorias
Activación y proliferación de células T  
tras la presentación de alérgenos  por DCs 
inamatorias, facilitada y no facilitada  por IgE
Th2
Th1 Eosinólo
IFNγ, TNF
IL-13
IL-4, IL-13, CCL5
IL-4, IL-13,
SCF, KIT
Histamina
FcεRI
IL-5
IFNγ
TNF
CD95L
IL-4, IL-13
IL-9, IL-13
Dermatitis atópica
•
•
Producción local de IgE
Rinitis alérgica y asma
•
•
•
MHC clase II
TCR
BasóloMastocito DC
Inducción de secreción
de moco mediada por 
citoquinas Th2
Inducción de apoptosis en
células broncoepiteliales
Inducción de apoptosis de
queratinocitos mediada por
citoquinas Th2
Activación de células epiteliales y 
liberación de citoquinas 
proinamatorias mediada por Th1
Th1
B
memoria
Figura 3. Respuesta tardía y procesos de inflamación crónica (modificado de Larche et al, 2006)
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específicos productores de IL-5 que induce la desgranulación de eosinófilos y su corres-
pondiente liberación de mediadores inflamatorios y citoquinas (Proteína Mayor Básica, 
leucotrienos, IL-3, GM-CSF, IL-8) (Janeway, 2005; Larche et al., 2006). Durante la fase tardía 
de la respuesta también intervienen mastocitos y basófilos, que se desgranulan, libe-
rando los mediadores anteriormente mencionados. En pacientes con dermatitis atópica 
se han encontrado poblaciones de linfocitos Th1, cuya producción de interferón-γ (IFN-
γ) induce apoptosis en queratinocitos y favorece los procesos inflamatorios asociados 
a esta enfermedad (Schmidt-Weber et al., 2007). Las células Th17, un tipo de linfocito T 
CD4+ recientemente descrito, también juegan un papel importante en los procesos de 
inflamación de la respuesta tardía (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005). Esta pobla-
ción celular se caracteriza por la producción de IL-17 e IL-22, citoquina asociada con pro-
cesos inflamatorios mediados por neutrófilos. Se han encontrado niveles altos de esta 
citoquina en las vías respiratorias de pacientes asmáticos e induce la producción de IL-8 
en las células de la musculatura lisa de éstas.
Tratamiento1.1.3. 
La primera aproximación al tratamiento de las enfermedades alérgicas consiste 
en paliar los síntomas mediante fármacos. Los corticosteroides aplicados localmente, 
efectivos sobre todo en casos de asma y dermatitis atópica, suprimen la inflamación 
mediada por linfocitos Th2 inhibiendo la expresión de citoquinas, quimioquinas y molé-
culas de adhesión (Barnes et al., 1998). Los antihistamínicos actúan como antagonistas 
del receptor H1 de histamina, el principal mediador liberado por mastocitos y eosinófilos 
durante la respuesta inmediata (Holgate, 2007a).
Los efectos secundarios provocados por estos medicamentos han sido parcial-
mente superados gracias a la aparición de antihistamínicos no sedantes de segunda 
generación y de nuevas formas de aplicación directa de corticosteroides que minimizan 
la dosis necesaria. Aún así, la eficacia del tratamiento sintomático además de no ir más 
allá de su duración es únicamente paliativo o, en el mejor de los casos, profiláctico.
La inmunoterapia específica o SIT (del inglés Specific Immunotherapy), es el único 
tratamiento capaz de cambiar la respuesta inmune del paciente modificando el desarro-
llo de la enfermedad. A principios del siglo pasado, Leonard Noon inmunizó pacientes 
que sufrían rinitis alérgica inducida por polen con inyecciones subcutáneas de extractos 
de polen (Noon, 1911). Aunque este trabajo se basaba en la creencia errónea de que una 
toxina presente en el polen de gramíneas era la responsable de la enfermedad, algunos 
pacientes desarrollaron tolerancia que se mantuvo durante al menos un año después 
del tratamiento.
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Se ha demostrado que la inmunoterapia específica es capaz de prevenir nuevas 
sensibilizaciones a otros alérgenos y de reducir el desarrollo de asma en pacientes alér-
gicos. La SIT mejora la calidad de vida de los pacientes provocando una disminución de 
los episodios y la necesidad de medicación e incluso la desaparición a largo plazo de la 
sintomatología (Akdis y Blaser, 2000; Valenta, 2002; Larche et al., 2006). 
La SIT consiste en la inyección subcutánea (o más recientemente, aplicación 
sublingual) de dosis crecientes de extractos del alérgeno en cuestión con el objeto de 
inducir tolerancia en el paciente. Una vez que se consigue, esta tolerancia puede durar 
varios años sin necesidad de tratamiento (Durham et al., 1999).
Mecanismos de acción de la inmunoterapia específica1.1.4. 
Aunque en la actualidad los mecanismos de acción de la SIT no están comple-
tamente definidos, se sabe que el desequilibrio de las respuestas Th2 y Th1 es el hecho 
diferenciador entre una respuesta normal en individuos sanos y una respuesta patológica 
en pacientes alérgicos. Una inmunoterapia efectiva implica necesariamente la inducción 
de tolerancia específica y la reversión del patrón de citoquinas Th2 característico hacia 
una respuesta Treg-Th1 (Akdis y Blaser, 2000). Estos efectos se consiguen modificando las 
respuestas de células presentadoras, linfocitos T y linfocitos B, así como reduciendo el 
número y la activación de las células efectoras que intervienen en la respuesta alérgica 
(Larche et al., 2006).
Células presentadoras
Las células dendríticas controlan tanto la tolerancia como la inmunidad perifé-
rica mediante la interpretación de señales ambientales asociadas con el encuentro con 
sustancias antigénicas. Su función tolerogénica depende del estado de maduración, del 
estado de activación y de su linaje (mieloide o plasmacitoide). Estas tres características 
pueden ser moduladas mediante el uso de adyuvantes (Guy, 2007). En experimentos lle-
vados a cabo en ratones BALB/c se ha comprobado que, en ausencia de señales proinfla-
matorias, las células dendríticas de las vías respiratorias tienen un fenotipo parcialmente 
maduro que resulta en una interacción tolerogénica con linfocitos T (Lambrecht et al., 
2000). Estas observaciones coinciden con estudios en el mismo modelo (Akbari et al., 
2001) y ex vivo (Jonuleit et al., 2000), que identifican células dendríticas inmaduras como 
productoras de IL-10 y las relacionan con la aparición de linfocitos T CD4+ con fenotipo 
Treg capaces de inhibir respuestas inflamatorias. 
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Modulación de la respuesta de linfocitos T
Los linfocitos T CD4+ de individuos sanos reconocen los mismos epítopos T que 
los de pacientes alérgicos. Sin embargo, la población predominante de linfocitos T CD4+ 
específica para alérgeno en los primeros es de fenotipo Treg, al contrario que en pacientes 
alérgicos, en los que predominan los de tipo Th2 (Akdis et al., 2004). Los mecanismos 
mediante los cuales la SIT revierte este fenotipo implican un aumento en la relación de 
citoquinas Th1/Th2 (Ebner et al., 1997), la inducción de anergia en linfocitos T mediada 
por IL-10 (Akdis et al., 1996), la generación de células Treg específicas para alérgeno capa-
ces de suprimir las respuestas de células T efectoras (Jutel et al., 2003; Verhoef et al., 2005) 
y un aumento en la producción de citoquinas de carácter regulador como IL-10 y TGF-β 
(Akdis y Blaser, 2000; Larche et al., 2006; Larche, 2007). La IL-10 generada en respuesta 
a la inmunoterapia no solo afecta a linfocitos T, sino que también modula la acción de 
las células efectoras de la respuesta alérgica, inhibiendo la activación dependiente de 
IgE de mastocitos (Royer et al., 2001), y la producción de GM-CSF y CD40 por parte de 
eosinófilos así como su muerte celular (Ohkawara et al., 1996).
Modulación de la respuesta humoral
 Robert Cooke demostró en 1935 que el suero de pacientes vacunados con extrac-
tos de polen de ambrosía contenía factores específicos que prevenían la inflamación 
inmediata producida por un alérgeno (Cooke et al., 1935).  Estos factores protectores se 
identificaron como moléculas de IgG específicas que competían con la IgE por la unión 
del alérgeno y se denominaron anticuerpos bloqueantes (Lichtenstein et al., 1968). Sin 
embargo, la relación entre la eficacia de la SIT y las concentraciones de IgG en suero 
todavía crea controversia, dada la disparidad de los resultados obtenidos (Larche et al., 
2006). La funcionalidad de los anticuerpos, más que su cantidad parece determinante 
en el resultado de una terapia de vacunación (Nouri-Aria et al., 2004). La IgG específica 
de alérgeno puede estar dirigida contra el mismo epítopo que la IgE, resultando en un 
anticuerpo bloqueante que compite directamente por la unión de antígeno con ésta. Sin 
embargo, también puede estar dirigida contra otros epítopos resultando en un efecto 
nulo o incluso nocivo, ya que en algunos casos facilita la formación de complejos IgE-
FcεRI (Denepoux et al., 2000). 
El análisis de los isotipos de IgG que induce la inmunoterapia en humanos mues-
tra que particularmente aumentan los títulos de IgG1 e IgG4, y, en mucha menor medida, 
los de IgG2 (Larche et al., 2006). El papel de IgG4 parece decisivo ya que la eliminación 
de su actividad en sueros de pacientes inmunizados resulta en una pérdida casi total de 
la capacidad de estos sueros de inhibir la unión de complejos alérgeno-IgE al receptor 
FcεRII en la superficie de linfocitos B. También es interesante señalar que, a pesar de que 
una citoquina Th1 como el IFN-γ aumente la producción de IgG2 y disminuya la de IgG1 
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(Kawano et al., 1994), la presencia de IL-10 favorece el cambio de isotipo a IgG1 (Briere 
et al., 1994). El hecho de que la relación IgG1/IgG2 favorezca a la primera puede ser un 
indicativo de que el efecto del IFN-γ esté mitigado por otras citoquinas como IL-4 e IL-10 
(Larche et al., 2006).
Modelos animales para el estudio de la alergia1.1.5. 
A pesar de que no se conoce ningún animal de laboratorio que desarrolle de 
manera espontánea o inducida una enfermedad con la totalidad de las manifestaciones 
clínicas y los síntomas de la alergia, los ratones son el modelo más utilizado para el estu-
dio de la enfermedad, de los mecanismos que la producen y de su tratamiento.
Además de ratones, otros modelos animales como ratas, cobayas, perros y ove-
jas pueden ser útiles para el estudio de la alergia (Karol, 1994; Zosky y Sly, 2007). Los 
dos últimos son especialmente interesantes ya que se sensibilizan de manera natural al 
entrar en contacto con algunos alérgenos comunes a humanos como Dermatophagoides 
pteronyssinus o Ascaris suum (de Weck et al., 1997).
En ratones, la exposición a alérgenos induce la producción de anticuerpos espe-
cíficos asociados con el desarrollo de respuestas cutáneas de hipersensibilidad de tipo I 
(Karol, 1994). La importancia del fenotipo Th2 en las enfermedades alérgicas ligado a la 
producción de las citoquinas IL-4, IL-5, e IL-13 fue identificada en estos animales (Muller 
et al., 1993; Brusselle et al., 1995; Cohn et al., 1997; Fan et al., 1997; Walker et al., 1998; 
Hamelmann et al., 1999; Shardonofsky et al., 1999; Kumar et al., 2002; Webb et al., 2003). 
Al igual que en humanos, el tipo de respuesta parece depender del genotipo de la cepa 
utilizada. Basándose en los niveles de IgE específicos, se han identificado cepas como 
altas (BALB/c y CBA) o bajas (C57BL/6 y SJL) respondedoras frente a determinados alérge-
nos (Herz et al., 2004). Todas las cepas presentan desgranulación de mastocitos activada 
por la unión de IgE a mastocitos vía FcεRI, sin embargo, el componente inflamatorio de 
la respuesta tardía y su severidad varían entre las diferentes cepas. En general, los rato-
nes BALB/c se consideran el modelo preferente para el estudio de hipersensibilidad a 
nivel pulmonar (Mayr et al., 2003; Ahn et al., 2007) y han sido utilizados como modelo en 
estudios sobre la modulación de la respuesta alérgica (KleinJan et al., 2006; Kim y Yeo, 
2007) y en ensayos de inmunoterapia específica (Vrtala et al., 1998; Brimnes et al., 2007; 
Hisbergues et al., 2007).
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Los ácaros domésticos1.2. 
Las primeras alusiones a los efectos dañinos del polvo doméstico datan del siglo 
XVIII. El médico británico Sir John Floyer escribe, en su Tratado sobre asma que “todos los 
asmáticos eran ofendidos por la mínima cantidad de polvo levantada al barrer una habi-
tación o hacer una cama” (Nadchatram, 2005). Sin embargo no es hasta 1964 cuando el 
grupo de Voorhorst prueba que el componente alergénico del polvo doméstico es el 
ácaro Dermatophagoides pteronyssinus (Voorhorst et al., 1964).
Los ácaros son artrópodos quelicerados del orden Acariformes, del que se han 
descrito más de 40.000 especies (Arlian y Platts-Mills, 2001; Nadchatram, 2005). Son 
organismos que destacan por la gran diversidad de hábitat que ocupan, desde el fondo 
de las fosas marinas hasta las nieves perpetuas o los folículos pilosos de mamíferos. Se 
alimentan de plantas, hongos, algas, materia orgánica, desechos animales o parasitando el 
exterior y el interior de insectos, reptiles, aves y mamíferos.
Se consideran ácaros domésticos a todos aquellos que se alimentan de restos 
humanos (ácaros del polvo doméstico, familia Pyroglyphidae) o de restos de otras espe-
cies que puedan encontrarse en el ámbito doméstico (ácaros de almacén o de productos 
almacenados, familias Glycyphagidae, Acaridae y Chortoglyphidae). El contacto directo o 
la inhalación de ácaros vivos o muertos, heces y otros restos pueden sensibilizar e inducir 
rinitis perenne, asma o dermatitis atópica en un gran número de pacientes alérgicos. La 
alergia a los ácaros domésticos es la segunda causa más frecuente de enfermedades alér-
gicas respiratorias y es responsable del 80% de las alergias al polvo doméstico (Wharton, 
1976).
Biología y ciclo de vida1.2.1. 
Los ácaros del polvo doméstico se alimentan principalmente de escamas huma-
nas (Nadchatram, 2005). Un adulto libera diariamente entre 0.5 y 1.5 g de escamas y es 
capaz de mantener una población alergénicamente relevante (Nadchatram, 2005). Su 
ciclo de vida comprende 5 estados (huevo, larva, protoninfa, tritoninfa y adultos) (Arlian 
y Platts-Mills, 2001). El periodo quiescente de la protoninfa puede ser de larga duración 
ya que es resistente a la desecación y es el que permite a los ácaros sobrevivir a largos 
periodos en ausencia de humedad. La duración del ciclo es altamente variable, depen-
diendo principalmente de las condiciones de humedad y temperatura de su hábitat.
Los microhábitat donde los ácaros se encuentran en el ámbito doméstico no son 
de temperatura ni de humedad relativa uniforme; la temperatura puede fluctuar durante 
periodos cortos dentro de un mismo microhábitat. De esta forma, el desarrollo en lugares 
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de baja temperatura (suelo) es más lento comparado con su desarrollo en lugares más 
cálidos (sabanas o sofás). La duración del ciclo de huevo a adulto de D. pteronyssinus se 
estima en torno a 122 días a 16ºC (y 75%HR) mientras que a 35ºC se reduce a 15 días 
(Arlian y Platts-Mills, 2001; Nadchatram, 2005).
Los ácaros domésticos no habitan exclusivamente en el ambiente doméstico 
(sic). Los ácaros del polvo doméstico se encuentran también en nidos de pájaros y los de 
almacén en la hojarasca del suelo (normalmente asociados a insectos y pequeños mamí-
feros) y en nidos de mamíferos. No existen especies exclusivas de las casas humanas, 
pero todos los hábitat comparten condiciones de temperatura y humedad relativa ele-
vadas. En estos hábitat también destaca la abundancia de alimento formada por restos 
de comida de animales, excreciones y secreciones (heces, escamas de la piel, aceites...), 
hongos y bacterias. 
 En el hogar, se distribuyen principalmente donde haya tejidos (ropa, fundas, pelu-
ches) o restos de ellos. Así, los ácaros domésticos se encuentran en camas, dormitorios, 
alfombras y algunos muebles (sofás, sillas tapizadas...).
Especies de relevancia alergénica y distribución1.2.2. 
Los ácaros del polvo doméstico pertenecen a la familia Pyroglyphidae. Esta 
familia comprende 16 géneros y al menos 46 especies, de las cuales 13 se encuentran 
habitualmente en el polvo doméstico. De estas 13, las responsables de la mayoría de las 
sensibilizaciones son Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus, y en 
menor medida, Euroglyphus maynei. En climas templados, los ácaros del polvo domés-
tico (suborden Astigmata, familia Pyroglyphidae) son una del las fuentes alergénicas más 
importantes en el ambiente doméstico.
D. pteronyssinus es la especie más abundante en Europa, América del Norte y del 
Sur, África y Oceanía. Es prácticamente la única especie que se encuentra en el Reino 
Unido (Hart y Whitehead, 1990), Australia (Green et al., 1986; Colloff et al., 1991), y Nueva 
Zelanda (Martin et al., 1997). D. pteronyssinus y D. farinae eran conocidos comúnmente 
como ácaro europeo y americano respectivamente, pero esta denominación ha demos-
trado ser errónea ya que se ha comprobado que, salvo en algunas regiones de la costa 
este de Estados Unidos, D. pteronyssinus es la especie prevalente América (Arlian et al., 
1992; Huss et al., 2001). En Europa sólo en Suecia, Polonia y algunas regiones de Italia es 
más frecuente D. farinae (Zock et al., 2006). 
Un estudio reciente hecho en España (Iraola y Fernández-Caldas, 2005), demues-
tra que en el 78% de los hogares analizados se detectan ácaros y D. pteronyssinus es la 
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especie más abundante, encontrándose en el 66% de las muestras. En zonas costeras la 
prevalencia de D. pteronyssinus sobrepasa el 90%, sin embargo en el interior disminuye 
hasta el 17% (Sastre et al., 2002).
Alérgenos descritos1.2.3. 
 El único requerimiento para que un antígeno sea considerado como alérgeno es 
que una IgE en sueros de al menos el 5% de los pacientes alérgicos a D. pteronyssinus 
testados. Actualmente 19 alérgenos de D. pteronyssinus están reconocidos en la base de 
datos de la Unión Internacional de Sociedades Inmunológicas (IUIS), de los cuales sólo 
dos (Der p 1 y Der p 2) son considerados alérgenos mayores (unen IgE en más del 50% 
de los pacientes).  Estos dos alérgenos son responsables del 40-60% de los títulos en 
pacientes alérgicos (Thomas et al., 2007). 
 Der p 1 fue el primer alérgeno clonado, secuenciado y expresado en forma de 
proteína recombinante (Chua et al., 1988). Es una cisteín-proteasa de la misma familia que 
la papaína y la catepsina L (Chua et al., 1988). Es producido en el intestino y expulsado 
en las heces de los ácaros. Más del 99% de Der p 1 encontrado en el polvo doméstico 
proviene de las heces y no de los cuerpos de los ácaros (Tovey et al., 1981). Es reconocido 
por IgE en el 88-100% de pacientes alérgicos a D. pteronyssinus  (Stewart et al., 1988; Yeoh 
et al., 2003; Hales et al., 2006; Liebeler et al., 2007) y tiene una identidad de secuencia del 
85% con sus homólogos dentro de la familia Pyroglyphidae. Es un alérgeno muy poli-
mórfico, del que se han descrito 23 variantes, con sustituciones en 18 de los 221 residuos 
de su secuencia (Piboonpocanun et al., 2006).
 Der p 2 fue también de los primeros alérgenos en ser clonado (Chua et al., 1990), 
aunque su función no está clara todavía. Por homología estructural se asocia este alér-
geno con la familia de proteínas de unión a lípidos con dominio ML. Esta familia incluye 
a las proteínas Niemann-Pick de tipo C2 (NPC2), cuya deficiencia se asocia con fallos en el 
transporte lipídico lo cual sugiere que Der p 2 pueda tener funciones similares (Thomas 
et al., 2007). En diversos estudios se ha encontrado que es reconocido por un 75-100% 
de los sueros de pacientes con alergia a ácaros del polvo doméstico (Calkhoven et al., 
1991; Tame et al., 1996; Smith et al., 1998; Westritschnig et al., 2003a).
 La tropomiosina de D. pteronyssinus  también es un alérgeno relevante (Der p 
10), no sólo por su alergenicidad (reconocido por 6-55% de pacientes sensibilizados 
(Westritschnig et al., 2003b; Hales et al., 2006; Hales et al., 2007)) sino por su alta identidad 
de secuencia con ácaros de la familia Glycyphagidae (96%), crustáceos (80%), insectos 
(75%) e incluso humanos (50%) (Asturias et al., 1998; Pittner et al., 2004). Este hecho hace 
que Der p 10 tenga una reactividad cruzada con pacientes alérgicos a cucarachas y gam-
bas, complicando el diagnóstico de la alergia a los tres grupos de artrópodos (crustáceos, 
insectos y ácaros) dado el alto número de falsos positivos que produce.
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 Un resumen de las características principales del resto de alérgenos de D. pte-
ronyssinus se puede ver en la tabla 2.
Tabla 2. Alérgenos de D. pteronyssinus 
Alérgeno Tipo de Proteína Peso Molecular (kDa) Observaciones 
Der p 1 Cisteín-proteasa 24 
Alérgeno Mayor, 
Reactividad Cruzada: 
Familia Pyroglyphidae 
Der p 2 
Familia de unión a lípidos con 
dominio ML 
15 
Alérgeno Mayor, 
Reactividad Cruzada: 
Familia Pyroglyphidae 
Der p 3 Tripsina 31 - 
Der p 4 α-amilasa 60 50% homología con amilasa 
de humano 
Der p 5 Desconocida 14 - 
Der p 6 Quimiotripsina 25 - 
Der p 7 Desconocida 26, 30,31 Altamente glicosilado 
Der p 8 Glutatión S-transferasa 27 
Reactividad cruzada: 
Cucaracha Americana 
Der p 9 Serín proteasa Colagenolítica 29 - 
Der p 10 Tropomiosina 36 
Reactividad cruzada: 
Gambas, Cucarachas 
Der p 11 Paramiosina 103 - 
Der p 13 Proteína de unión a ácidos grasos 15 Alergenicidad baja 
Der p 14 Apolipoforina 177 Degradación en extractos 
Der p 15 Quitinasa 98-106 Altamente glicosilado 
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Inmunoterapia específica con alérgenos de 1.3. D. 
pteronyssinus
A pesar de ser la segunda causa más importante de alergias respiratorias 
(Wharton, 1976), los primeros ensayos clínicos de inmunoterapia con alérgenos de áca-
ros no tienen lugar hasta 1971 (Maunsell et al., 1971; Smith, 1971), 60 años después de 
los experimentos de Noon. Hasta ese momento, la inmunoterapia para la alergia al polvo 
doméstico se realizaba con extractos de polvo con un contenido acarológico muy bajo 
y, por lo tanto, de eficacia muy reducida (Forgacs y Swan, 1968). Este retraso se debe a 
que hasta 1968 no se confirma que los ácaros son el componente alergénico del polvo 
(Voorhorst et al., 1964).
Desde entonces, la SIT que utiliza extractos de D. pteronyssinus ha demostrado 
seguridad y efectividad en numerosos ensayos clínicos, en su mayor parte efectuados 
con extracto nativo adsorbido a AlOH (Fernández-Caldas et al., 2006). Los tratamien-
tos han demostrado ser duraderos (los beneficios persisten hasta 10 años después de 
su finalización) (Cools et al., 2000), modifican las respuestas inflamatorias (Olsen et al., 
1997; Oehling et al., 1998; Wuthrich et al., 2001; Varney et al., 2003), reducen la activación 
de eosinófilos (Wang et al., 2006), aumentan los niveles de IgG4 (Oehling et al., 1998; 
Wuthrich et al., 2001), y disminuyen la respuesta de linfocitos T CD4+ de fenotipo Th1 
yTh2 (O’Brien et al., 1997). Sin embargo, no se han apreciado reducciones en los niveles 
de IgE específica, salvo después de varios años de inmunoterapia (Mastrandrea et al., 
1997). 
Extractos de alérgenos modificados1.3.1. 
A pesar de que se ha demostrado que la inmunoterapia específica es la única 
manera de modificar la respuesta inmune frente a alérgenos, y que su aplicación mejora 
la calidad de vida de los pacientes (Abramson et al., 1999), es necesario mejorar su efica-
cia y reducir los efectos secundarios que provoca (Akdis y Blaser, 2000). El aumento de 
eficacia del tratamiento puede depender de una mejor estandarización de los extractos 
utilizados y de un aumento en la dosis de alérgeno inoculado. Este último factor coincide 
con el aumento de los efectos secundarios asociados con la SIT (posibilidad de sensibili-
zación múltiple y choque anafiláctico). El uso de alérgenos cuya reactividad con IgE está 
alterada (hipoalergénicos) permite un aumento de la dosis sin aumentar el riesgo de 
anafilaxis (Marsh et al., 1970; Maasch y Marsh, 1987; Akdis y Blaser, 2000; Valenta, 2002; 
Larche et al., 2006).
Actualmente existen dos estrategias con enfoques muy distintos para conseguir 
variantes hipoalergénicas. En los últimos años las técnicas de biología molecular han 
19
Introducción
permitido la producción de alérgenos recombinantes con mutaciones en los sitios cla-
ves de unión a IgE, reduciendo su alergenicidad a la vez que se mantienen los epíto-
pos T necesarios para modular la respuesta en individuos alérgicos e inducir tolerancia 
(Valenta y Kraft, 2002).  A pesar de lo prometedores que parecen los resultados obteni-
dos hasta ahora, su aplicación clínica generalizada está muy distante, ya que para que 
sea efectiva una inmunoterapia con alérgenos recombinantes modificados es necesario 
conocer el repertorio completo alergénico de la especie que se está estudiando, mapear 
los epítopos E en todas las proteínas que lo componen y describir el panel completo de 
alérgenos a los que reacciona el paciente. La complejidad de este proceso se multiplica 
sobre todo en especies con un repertorio  amplio de alérgenos como D. pteronyssinus, en 
el que hasta el momento se han descrito 19 alérgenos (Thomas et al., 2007). 
La alternativa al uso de alérgenos recombinantes consiste en el uso de extractos 
alergénicos químicamente modificados (alergoides). Esta idea, sugerida por Marsh en 
1970 implica la polimerización de las proteínas presentes en los extractos mediante el 
tratamiento con glutaraldehido formando agregados solubles de alto peso molecular. 
Estos extractos polimerizados son hipoalergénicos (presentan una capacidad de unión 
específica a IgE reducida) y mantienen su inmunogenicidad (Marsh et al., 1970; Maasch y 
Marsh, 1987).
 El aumento de eficacia de los extractos polimerizados no solo puede deberse 
a la posibilidad de usar dosis mayores, sino que también afectan a su presentación 
antigénica. La polimerización produce cambios estructurales notables en los extractos 
y probablemente también en las proteínas que conforman el extracto, reduciendo su 
reconocimiento o presentación mediado/a por IgE. La hipótesis más común es que estos 
cambios que generan polímeros de alto peso molecular favorecen la endocitosis por 
parte de células dendríticas, macrófagos y linfocitos B (Figura 4) (Akdis y Blaser, 2000), 
facilitando una respuesta Treg-Th1.
B T
TDC
Citoquinas
Th2
Presentación mediada por IgE Desgranulación de células 
efectoras, supervivencia, 
producción de IgE
Alérgeno nativo
TDC
B T
T
Citoquinas
Treg-Th1
Células efectoras inactivas 
Producción de IgG
Alérgeno modificado
Mφ
Presentación fagocítica o 
pinocítica
Figura 4. Diferencias entre las vías de presentación entre  alérgenos en estado nativo y modificados
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 Otro inconveniente de utilizar extractos alergénicos de origen natural radica 
en que no sólo contienen proteínas, sino que también pueden contener pigmentos y 
otras sustancias irritantes o incluso tóxicas que son potencialmente dañinas, sobre todo 
cuando se inmuniza con elevadas dosis de extractos polimerizados. Para descartar esta 
posibilidad se han desarrollado métodos de despigmentación, que utilizan extractos 
alergénicos de origen vegetal, que no sólo eliminan pigmentos y sustancias alergénica 
e inmunológicamente no relevantes, sino que también anulan la actividad enzimática, 
favorecen la polimerización y mejoran la solubilidad de los alergoides (Berrens, 1994). 
Este método también es utilizado para despigmentar extractos provenientes de fuentes 
tan diversas como epitelio de gato, esporas de hongos y ácaros (Berrens, 1994).  
 Los extractos despigmentados y polimerizados de D. pteronyssinus han demos-
trado ser de alergenicidad reducida en pruebas cutáneas (Casanovas et al., 2005b), 
son seguros a dosis diez veces mayores que las utilizadas con extractos nativos (Sager 
y Renner, 2004; Casanovas et al., 2005a; Casanovas et al., 2007), y han demostrado ser 
eficaces reduciendo tanto la carga sintomática en pacientes con rinoconjuntivitis y/o 
asma como la necesidad de medicación (Sager y Renner, 2004; Ameal et al., 2005; Garcia-
Robaina et al., 2006).
Uso de adyuvantes como inmunomoduladores durante la inmu-1.3.2. 
noterapia específica
Los adyuvantes (del latín adjuvare, ayudar) son compuestos que aumentan 
y/o modulan la inmunogenicidad intrínseca de un antígeno. Para que una vacuna sea 
efectiva, no sólo ha de contener los epítopos (B o T) adecuados sino que también debe 
generar una respuesta inmune protectora. En el caso de la alergia, esta respuesta implica 
la despolarización hacia una respuesta de tipo Treg-Th1 frente a un antígeno que por sí 
mismo induce una respuesta Th2 de manera natural en el paciente. Como ya se ha dicho, 
esta modulación de la respuesta se puede conseguir de distintas formas: mediante la 
modificación de extractos alergénicos y alérgenos recombinantes o aumentando la dosis 
a utilizar. Una tercera vía que complementa las anteriores es el uso de adyuvantes.
El término adyuvante engloba a un grupo muy heterogéneo de compuestos que 
mejoran la eficacia de las vacunas influyendo o controlando distintos parámetros de la 
respuesta inmune (Hunter, 2002): 
Actúan sobre la producción de anticuerpos modificando su especificidad, •	
título, afinidad, duración de la respuesta, memoria, distribución de sub-
clase y cambio de isotipo 
21
Introducción
Regulan la inmunidad mediada por células, a nivel de linfocitos CD4+ y •	
CD8+
Favorecen la actividad protectora en tejidos mucosos•	
Disminuyen la incidencia de no-respondedores o respondedores débiles•	
Rebajan la dosis necesaria de antígeno para conseguir respuesta•	
Sus mecanismos de acción son también muy variados: incrementan la infiltración 
celular, actúan sobre el tráfico celular al lugar de la inoculación, promueven la activación 
de células presentadoras, aumentan la presentación antigénica e inducen la liberación 
de citoquinas.
La elección de un adyuvante adecuado depende del tipo de respuesta protectora 
que interesa a la hora de evaluar una vacuna. En el caso de la alergia, el adyuvante ideal 
debería favorecer una respuesta Th1 que contrarreste la polarización hacia Th2 inducida 
naturalmente por el alérgeno utilizado.
Paradójicamente, el único adyuvante utilizado con éxito en SIT con alérgenos de 
D. pteronyssinus ha sido el hidróxido de aluminio (un adyuvante Th2) aunque se está eva-
luando la seguridad en ensayos preclínicos de otros adyuvantes Th1-Treg como el mono-
fosforil lípido A (Baldrick et al., 2001) o los motivos CpG bacterianos (Mo et al., 2006).
El hidróxido de aluminio es actualmente el único adyuvante aprobado para uso 
en humanos (Hunter, 2002). Induce respuestas Th2, pero no actúa sobre la respuesta 
celular. Su actividad biológica viene dada por las siguientes características:
Forma un depósito de antígeno en los tejidos que favorece la exposición •	
prolongada
Da lugar a antígenos particulados facilitando su presentación•	
Activa el complemento y estimula macrófagos para inducir la retención y •	
activación de linfocitos en nódulos linfáticos
Las secuencias inmunoestimuladoras con motivos CpG son adyuvantes muy 
potentes que inducen una respuesta Th1 mediada por la producción de IFN e IL-12 (Heeg 
et al., 2008). Esta capacidad convierte a los motivos CpG en un adyuvante ideal para la 
inmunoterapia específica. Sus efectos se han comprobado en ensayos con distintos 
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modelos animales (Broide et al., 1998; Kohama et al., 1999; Tighe et al., 2000; Horner y 
Raz, 2002; Hussain et al., 2002; Banerjee et al., 2004; Rhee et al., 2004; Mo et al., 2006) y su 
aplicación en humanos está siendo investigada (Tulic et al., 2004). 
El potencial inmunoestimulador de los motivos CpG se debe a su capacidad para 
activar diferentes tipos celulares después de su reconocimento por el TLR9 (del inglés 
Toll-like Receptor) de las células dendríticas plasmacitoides (pDC) (Heeg et al., 2008). Este 
reconocimiento activa a las pDC, incrementando expresión de moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II y de las moléculas de superficie CD40, 
CD80, CD86 y CD54. También induce la producción de TNF-α, IFN-α, IL-6 e IL-8. En ratón, 
cuyos monocitos expresan TLR9, los motivos CpG activan directamente NFκB, indu-
ciendo la expresión de TNF-α.
Objetivos
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Objetivos2. 
Actualmente, el único tratamiento capaz de mejorar la calidad de vida de los 
pacientes alérgicos modificando el desarrollo de la respuesta inmune que conduce 
a la enfermedad es la inmunoterapia específica. Este tipo de tratamiento se basa en la 
administración de dosis crecientes de los alérgenos en cuestión con objeto de inducir 
tolerancia en el individuo. La hipótesis más común es que el éxito de una terapia de 
inmunización dependerá principalmente de la reversión de la polarización Th2 típica 
que tiene lugar durante una respuesta alérgica hacia un fenotipo Treg-Th1 (Akdis y Blaser, 
2000). Tradicionalmente, esta reversión se ha conseguido mediante la administración 
de dosis muy elevadas de alérgeno, con el consiguiente riesgo de la generación de una 
respuesta exacerbada que conduzca a un choque anafiláctico para el paciente.
En la última década se han desarrollado varias alternativas capaces de mejorar la 
seguridad y eficacia de la inmunoterapia tradicional. Estas alternativas se centran princi-
palmente en la administración de vacunas cuyo principio activo presente una capacidad 
de unión a IgE disminuida, bien sea mediante la utilización de alérgenos recombinantes 
en los que se ha modificado la unión a IgE o mediante la modificación química de extrac-
tos alergénicos. La seguridad y eficacia de estos extractos alergénicos químicamente 
modificados ha sido demostrada en múltiples ensayos clínicos (Baldrick et al., 2001; 
Ameal et al., 2005; Casanovas et al., 2005a; Fernández-Caldas et al., 2006; Garcia-Robaina 
et al., 2006; Casanovas et al., 2007; Wurtzen et al., 2007). 
El papel del adyuvante utilizado también puede ser fundamental para mejorar la 
eficacia de la inmunoterapia específica. Actualmente el único adyuvante cuyo uso está 
autorizado para su uso en humanos es el AlOH, un adyuvante de tipo Th2. Los oligonu-
cleótidos con motivos CpG promueven respuestas de tipo Th1 (Tighe et al., 2000) y se 
pueden considerar como una alternativa sólida al uso de los adyuvantes clásicos.
El objetivo de esta tesis es realizar un estudio de la respuesta inmune frente a 
extractos nativos, despigmentados y polimerizados de D. pteronyssinus en un modelo 
de ratones BALB/c. También se pretende analizar la capacidad inmunoestimuladora e 
inmunomoduladora que dos adyuvantes de naturaleza distinta, el AlOH (un adyuvante 
que promueve respuestas de tipo Th2) y los motivos CpG (promovedores de respuestas 
de tipo Th2) tienen sobre esta respuesta. Para ello, este trabajo se centrará en analizar los 
siguientes aspectos:
Caracterización de la respuesta humoral frente a los tres extractos de D. pte-•	
ronyssinus en presencia y ausencia de ODNs con motivos CpG o AlOH.
Análisis de la producción de citoquinas tras la estimulación in vitro de esple-•	
nocitos provenientes de animales de animales inmunizados con las distintas 
formulaciones.
Estudio de la variación de las poblaciones celulares generada tras la inmuniza-•	
ción con los extractos en combinación con los distintos extractos.

Materiales y Métodos
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Materiales y métodos3. 
Reactivos y soluciones.3.1. 
Los principales reactivos empleados fueron suministrados por Nordic (Tilburg, 
Holanda), Roche (Basilea, Suiza), Boehringer (Ingelheim, Alemania), Merck (Whitehouse 
Station EE.UU.) y Sigma (Dorset, Reino Unido). 
Los medios y soluciones más empleados se prepararon siguiendo los protocolos 
de Sambrook  y colaboradores (2001). 
Extractos de 3.2. D. pteronyssinus 
Se utilizaron tres tipos de extractos de D. pteronyssinus: extracto nativo, extracto 
despigmentado y extracto despigmentado polimerizado con glutaraldehido (extracto 
polimerizado). Todos los extractos fueron suministrados por Laboratorios LETI S.L. Una 
vez recibidos, se resuspendieron a una concentración de 20 mg de liofilizado/ml, se se 
filtraron usando para ello un filtro comercial de 0.2 µm de diámetro y se guardaron en 
alícuotas a -70ºC.
Electroforesis y cuantificación de proteínas3.3. 
El estado de las proteínas purificadas se analizó por electroforesis en geles de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), empleando el sistema 
Mini-Protean II de BioRad. Para ello las proteínas se desnaturalizan en tampón Laemmli 
(Laemmli, 1970) calentando durante cinco minutos a 95ºC.
La separación va a tener lugar en función del tamaño de las proteínas analizadas. 
La visualización de las mismas se lleva a cabo por tinción con azul de Coomasie (Pallas 
et al., 1986). La cuantificación proteica se realiza empleando el método de Bradford 
(Bradford, 1976) usando como reactivo el que suministra BioRad (Coomasie G-250 en 
ácido fosfórico y metanol) y por espectrofotometría midiendo absorbancia a 280nm.
Animales de experimentación.3.4. 
Los ratones empleados en este estudio fueron suministrados por Harlan 
Interfauna Ibérica (Barcelona, España). 
Para las inmunizaciones se utilizaron ratones hembra de 8 semanas de edad per-
tenecientes a la cepa BALB/c.
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Adyuvantes empleados en las inmunizaciones.3.5. 
Se inocularon los extractos de D. pteronyssinus adsorbidos a Hidróxido 
de Aluminio (Pierce) o combinados con el oligonucleótido con secuencias CpG 
5’- TCGTCGTTAACGTTGTCGCCTT-3’.
Pautas de inmunización y obtención de sueros.3.6. 
Las inoculaciones se llevaron a cabo en la almohadilla plantar. Se suministran tres 
dosis de extracto, a no ser que se indique lo contrario, espaciadas 15 días.
Antes de cada inoculación y cinco días después de la última dosis se tomaron 
muestras de sangre de la vena facial. El suero se obtiene centrifugando la sangre extraída 
durante 15 min a 1.200g, se gliceroliza en una proporción 1:1 y se almacenan a –20ºC.
Ensayos de E.L.I.S.A. 3.7. 
La medida de la reactividad de los diversos sueros frente a las diferentes proteí-
nas, así como la determinación de los títulos de anticuerpos e isotipos, se cuantificó por 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Para el ensayo se emplearon placas de 96 pocillos (Nunc, Tokio, Japón), que fue-
ron saturadas durante toda la noche a 4ºC con una solución de antígeno en PBS (9 µg de 
proteína por ml de PBS).
A continuación las placas son secuencialmente incubadas durante dos horas con 
200 µl/ pocillo en solución de bloqueo (leche desnatada en polvo al 5% y Tween 20 al 
0.5% en PBS); durante dos horas con 100 µl/pocillo usando los sueros en solución de 
bloqueo a la dilución más adecuada para el análisis; durante una hora con 100 µl/poci-
llo añadiendo el segundo anticuerpo correspondiente conjugado con peroxidasa a la 
dilución indicada en cada caso. Todas estas incubaciones se llevan a cabo a temperatura 
ambiente con agitación suave.
 Entre cada una de las diferentes incubaciones se realizan tres lavados con una 
solución de PBS al 0.5% de Tween 20. 
Los anticuerpos secundarios empleados fueron: anti-IgG de ratón a una dilución 
1:2000 en solución de bloqueo; anti-IgG1 de ratón a una dilución 1:2000 en solución de 
bloqueo; anti-IgG2a de ratón a una dilución 1:500 en solución de bloqueo. Todos ellos 
suministrados por Nordic Immunological Laboratories (Tilburg, Holanda). El revelado 
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se lleva a cabo usando 100µl/pocillo de ortofenilenediamina (OPD) como sustrato de la 
peroxidasa. La absorbancia se midió a 450 nm a los 30 minutos tras añadir la solución de 
OPD en un lector 2001 (Whittaker, Indiana, Estados Unidos).
Detección de niveles de IgE totales en sueros de ratones 3.8. 
inmunizados
La detección por E.L.I.S.A. de los niveles de IgE específica para antígeno se ve difi-
cultada por la baja relación IgE/IgG total en sueros de los animales inmunizados. Para la 
detección de los niveles de IgE totales se utilizó el sistema BD OptEIA™ Mouse IgE ELISA 
Set (BD Biosciences) siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante.
Inmunodetección de proteínas transferidas a membranas 3.9. 
de PVDF
Para los ensayos de inmunodetección de antígenos inmovilizados, las pro-
teínas separadas en geles de SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de nylon 
Inmobilon™-P (Millipore) utilizando el sistema de electrotransferencia en líquido de 
BioRad. Como tampón de transferencia se utilizó una solución compuesta por Tris-HCl 
25mM pH 8,3, glicina 192mM y 20% de metanol. Tras la electrotransferencia, las mem-
branas fueron bloqueadas en 5% (p/v) de leche desnatada y 0,5% Tween 20 en PBS un 
mínimo de 2 horas a temperatura ambiente. Las incubaciones con los dos anticuerpos se 
realizaron en la solución de bloqueo. Los tiempos de incubación fueron de 2 horas para 
el anticuerpo primario y 1 hora para el secundario. Entre las distintas incubaciones se 
realizaron 3 lavados con 0,5% Tween 20 en PBS.
Como anticuerpo secundario se emplea un anticuerpo anti-IgG conjugado con 
peroxidasa (suministrado por Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, Países Bajos). 
La unión específica de los anticuerpos fue revelada con una solución cromogénica de 
Tetrametilbenzidina (Sigma). 
Ensayos de inhibición de reactividad cruzada3.10. 
Para hacer un análisis comparativo de la composición de anticuerpos en los sue-
ros provenientes de las inmunizaciones con los distintos extractos se utilizó la técnica 
de E.L.I.S.A. descrita anteriormente. A diferencia de un ensayo de E.L.I.S.A. común, en 
este caso los sueros se preincubaron con cada uno de los extractos de D. pteronyssinus 
durante dos horas. Después de la preincubación, los sueros se incuban en placas de 
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96 pocillos que han sido previamente saturadas con el extracto correspondiente, o se 
incuban con membranas de PVDF a las que previamente se han transferido las proteínas 
provenientes del extracto nativo separadas en geles de SDS-PAGE.
La cantidad de extracto a utilizar durante la preincubación se determinó uti-
lizando concentraciones crecientes de cada extracto preincubadas con el suero de los 
animales inmunizados con él mismo. Se consideró adecuada aquella concentración de 
extracto que lograba una disminución en la absorbancia mayor del 90% en comparación 
con la obtenida utilizando un suero sin preincubar.
Cuantificación de la expresión de citoquinas en sobrena-3.11. 
dantes de cultivo
Se emplearon células obtenidas de bazo de ratones BALB/c. Las células se obtie-
nen por maceración empleando para ello separadores celulares de nylon con un poro 
de 70μm (Becton Dickinson Labware). La suspensión celular se prepara con medio 
RPMI 1640 suplementado con un 10% de suero fetal bovino, 2mM L-glutamina, 440 μM 
L-alanina, 400μM L-asparagina, 399μM L-ácido aspártico, 343μM L-ácido glutámico, 0.01% 
estreptomicina, 102 U/ml penicilina, 50μg/ml gentamicina, 10 μM 2-mercaptoetanol. 
Tras realizar dos lavados, los eritrocitos se lisan resuspendiendo las células en tampón de 
lisis (150mM NH4Cl, 10mM CO3HK, 1mM EDTA pH 7.4) e incubándolas a 37ºC durante dos 
minutos. Las células vivas de bazo se cuentan por exclusión con Azul Tripán al 2%. 
Las células se distribuyen en placas de 24 pocillos (Nunc) a una concentración de 
6x106 células/ml en un volumen de 500μl. 
Para la preparación de los estímulos, a excepción de la Concanavalina A (Con A) 
(Sigma) que se suministra en condiciones de esterilidad, los diferentes extractos se filtra-
ron con un filtro Millex®-GS con un tamaño de poro de 0.22μm. Los estímulos se añaden 
a las células en un volumen de 100 μl a una concentración de 4 μg/ml (Con A) y 40 μg/ml 
(extractos nativo, despigmentado y polimerizado).
Las células en presencia del estímulo se incuban a 37ºC con un 5% de CO2. Los 
sobrenadantes del cultivo se recolectan transcurridas 48 horas, se distribuyen an alícuo-
tas, y se liofilizan, almacenándose a -70ºC hasta su uso.
La cuantificación de las diferentes citoquinas objeto de análisis se hizo con el sis-
tema FlowCytomix Mouse Th1/Th2 10plex (Bender MedSystems). El protocolo de trabajo 
se corresponde con las instrucciones y recomendaciones facilitadas por el fabricante.
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Inmunodetección de proteínas de membrana mediante 3.12. 
citometría de flujo.
Se estudia la variación en las poblaciones celulares por efecto de la inoculación 
con los distintos extractos con o sin los adyuvantes después de una primera dosis (días 2, 
4, 7, 9 y 11) y después de la segunda dosis (días 14, 16, 18, 21, 23 y 24).
Para llevar a cabo ambos tipos de ensayos se emplean células del ganglio poplí-
teo ganglio drenante de ratones BALB/c. 
La obtención de las células se realiza del mismo modo que en los ensayos de pro-
liferación. Durante el proceso de tinción se emplea como medio PBSS (PBS con el 1% de 
suero fetal bovino).
En cada tinción se emplean 106 células que se distribuyen en placas de 96 pocillos 
de fondo cónico (Nunc). Se realizan tres lavados con 200 μl de PBSS mediante centrifu-
gaciones de 5 minutos a 1200 rpm. Finalmente las células se resuspenden en 100 μl de 
PBSS.
A continuación se procede al bloqueo incubando las células durante 5 minu-
tos en hielo en presencia de 1μl/pocillo de Fc block (suministrado por Pharmingen). 
Posteriormente se añade 1μl/pocillo del anticuerpo (CD4, CD8a, B220, CD69, CD11c, 
CD40) correspondiente conjugado con el fluorocromo (FITC ó PE) adecuado (Pharmingen) 
y las placas se incuban en hielo y protegidas de la luz un mínimo de 20 minutos.
Transcurrido este tiempo se realizan tres lavados con 200 μl de PBSS. Las células 
se resuspenden PBSS y se llevan a un volumen final de 500μl para su posterior análisis.
El análisis se lleva a cabo en un citómetro FACScalibur de Becton Dickinson. Los 
resultados son presentados en forma de histogramas utilizando el programa FlowJo 
(Tree Star).
Análisis estadístico3.13. 
El análisis estadístico se realizó utilizando el paquete de software Statistica 7.0 
(StatSoft, E.E.U.U.). En primer lugar se hizo una prueba de normalidad y de homogenei-
dad de varianzas. En caso de cumplirse los requisitos necesarios, se procedió a realizar 
un análisis de varianza multifactorial seguido de pruebas post hoc Fisher LSD.
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Métodos
En los casos en los que no se cumplieron las condiciones de homogeneidad de 
varianza y/o normalidad, los análisis se hicieron utilizando estadística no paramétrica, 
concretamente mediante la prueba de Kruskall-Wallis seguida de pruebas post-hoc U de 
Mann-Whitney. 
Resultados
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Resultados4. 
Caracterización de los extractos de 4.1. D. pteronyssinus
En todos los experimentos de esta tesis se utilizaron tres extractos liofilizados de 
D. pteronyssinus: un extracto Nativo (Lote 120-06/LN), un extracto Despigmentado (Lote 
120/LD) y un extracto Polimerizado (Lote 136LP). 
Durante el proceso de despigmentación, se descarta mediante diálisis una serie 
de pigmentos y otros compuestos no alergénicos menores de 5 kDa al mismo tiempo 
que se reduce la actividad enzimática del extracto. La fracción descartada se conoce 
como el Compuesto “C” del extracto. El extracto Polimerizado se obtiene mediante el tra-
tamiento con glutaraldehido del extracto Despigmentado seguido de una diálisis para 
aislar los polímeros de alto peso molecular (>100 kDa). 
Para su utilización en ensayos de inmunización, de proliferación y de viabilidad se 
tiene en cuenta la concentración de proteína total por microlitro de extracto resuspen-
dido. Los valores obtenidos mediante el método de Bradford fueron de 9 µg/µl para el 
extracto nativo, 3.5 µg/µl para el despigmentado y 10 µg/µl para el polimerizado.
200 —
116.25 —
97.4 —
66.2 —
45 —
31 —
21.5 —
14.4 —
6.5 —
MPM N DP Pol
Figura 5. Análisis por SDS-PAGE de los tres extractos de D. Pteronyssinus. Se cuantificó el contenido 
proteico total de cada extracto por el método de Bradford y se cargaron 40μg de proteína por pocillo. 
MPM: Marcador de Peso Molecular; N: Extracto Nativo; DP: Extracto Despigmentado; Pol; Extracto 
Polimerizado. 
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En la figura 5, se muestra un gel de SDS-PAGE al 12% en el que se cargaron 40 µg 
de proteína total de cada extracto por carril. Las bandas mayoritarias, así como el conte-
nido proteico del extracto despigmentado son similares al extracto nativo.  Las proteínas 
presentes en el extracto polimerizado al estar presentes en un polímero mayor de 100 
kDa no pueden resolverse y se mantienen en el inicio de la corrida electroforética.
Inmunogenicidad de los extractos de 4.2. D. pteronyssinus
Respuesta frente a extracto nativo en función de la dosis4.2.1. 
Con el fin de estudiar la capacidad inmunogénica del extracto nativo se inocula-
ron cuatro grupos de tres animales con dosis crecientes de 10, 20, 30 y 40 µg de proteína 
total del extracto nativo. Se administraron tres dosis por vía subcutánea en la almoha-
dilla plantar en los días 0, 15 y 30. Los animales se sangraron cinco días después de la 
última dosis (día 35) y los sueros obtenidos se utilizaron para medir valores de IgG total 
específica para este extracto mediante la técnica de ELISA.
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Figura 6. Respuesta IgG frente al extracto nativo en sueros de animales inoculados con distintas dosis 
de proteína total. Los sueros se testaron a 1/200 cinco días después de la tercera dosis. * Se encontraron 
diferencias significativas entre las dosis de 10 y 20 μg y las dosis de 25, 30 y 40 μg. Prueba de Kruskal-
Wallis H(4,N=17)=11.97908 p<0.05 seguida de un análisis post-hoc mediante una U Mann-Whitney
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La figura 6 muestra el promedio de la D.O. obtenida al medir los sueros en una 
dilución 1/200 de forma individual. Se observaron diferencias significativas en la inmu-
nogenicidad del extracto nativo entre los grupos inoculados con 10 y 20 µg que respon-
dieron de forma discreta (valores de D.O. de 0.43 y 0.50 respectivamente) pero positiva. 
La reactividad fue significativamente mayor a dosis mayores de 30 y 40 µg (1.25 y 1.06).
Vistas las diferencias cuantitativas al aumentar la dosis de 20 a 30 µg se tomó la 
decisión de inocular un quinto grupo de cuatro animales con una dosis intermedia de 
25 µg. La respuesta IgG total obtenida en este grupo (Figura 6) mostró la existencia de 
diferencias estadísticamente significativas con respecto a los grupos de los animales ino-
culados con 10 y 20 µg. Sin embargo, no se encontraron diferencias frente a los grupos 
inoculados con las dosis mayores (30 y 40 µg).
A la vista de estos resultados, se puede afirmar que la inmunogenicidad del 
extracto nativo es dependiente de la dosis, que la dosis de 25 µg es suficiente para sus-
citar una respuesta humoral significativa. El uso de dosis mayores no da como resultado 
una respuesta más elevada.
 Inmunogenicidad de los extractos nativo despigmentado y poli-4.2.2. 
merizado e inmunomodulación inducida por su inoculación en combinación 
con adyuvantes 
El objetivo de este ensayo es, en pri-
mer lugar, evaluar la respuesta humoral 
en función del extracto utilizado. En 
segundo lugar, determinar si el uso de 
adyuvantes modifica la respuesta cuan-
titativa y/o cualitativamente. Para ello, se 
inocularon 16 grupos de cinco ratones 
con dosis de 25 µg de proteína total de 
cada extracto en ausencia de adyuvante 
y junto a CpG o AlOH según se muestra 
en la tabla 3. Se administraron tres dosis 
por vía subcutánea espaciadas 15 días. 
Cinco días después de la última dosis se 
tomaron muestras de sangre de los ani-
males y los sueros obtenidos se utiliza-
ron para su análisis por ELISA y Western 
Blot. 
Tabla 3  
Grupo Extracto Adyuvante 
1 PBS 
Sin 
Adyuvante 
2 Nativo 
3 Despigmentado 
4 Polimerizado 
5 PBS 
CpG 
6 Nativo 
7 Despigmentado 
8 Polimerizado 
9 PBS 
AlOH 
10 Nativo 
11 Despigmentado 
12 Polimerizado 
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Reactividad IgG total frente al extracto nativo
La figura 7 muestra la media para cada grupo de los valores de D.O. medidos de 
forma individual en cada animal a una dilución 1/1000. Los tres extractos son inmuno-
génicos, independientemente del adyuvante que se utilice. El extracto despigmentado 
es el más inmunogénico de los tres analizados. Al emplear CpG como adyuvante, la res-
puesta obtenida en todos los caso aumenta, siendo este incremento más notable para el 
extracto polimerizado.
Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza multifactorial 
tomando como factores de estudio el extracto y el adyuvante utilizado.
En la figura 8A se muestra el análisis de la respuesta según el extracto indepen-
dientemente del adyuvante utilizado.  Se aprecian diferencias significativas entre la 
reactividad de los sueros provenientes de animales inmunizados con extracto despig-
mentado y aquellos inmunizados con extracto nativo o polimerizado (F(2, 35)=4.1432, 
p<0.05).
Al inmunizar los animales sin adyuvante (Figura 8C) se observa que el extracto 
despigmentado es el más inmunogénico, encontrándose diferencias significativas 
(p<0.05) con el extracto nativo y altamente significativas (p<0.001) con el polimerizado 
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Figura 7. Reactividad IgG total. Respuesta IgG frente al extracto nativo en sueros de animales inoculados 
con extracto nativo, despigmentado y polimerizado en combinación con distintos adyuvantes. Los 
sueros se testaron a 1/1000 cinco días después de la tercera dosis. * Diferencias significativas entre 
extractos al utilizar el mismo adyuvante (p<0.05). † Diferencias significativas entre adyuvantes al utilizar 
el mismo extracto (p<0.05). ‡ Diferencias altamente significativas entre adyuvantes al utilizar el mismo 
extracto (p<0.001).
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(Tabla 4). En el grupo inmunizado con el extracto polimerizado se apreció la menor reac-
tividad (Figura 8C) aunque no se encontraron diferencias significativas con respecto al 
nativo.
Cuando se utiliza CpG como adyuvante, la respuesta frente a los extractos des-
pigmentado y polimerizado es significativamente más alta que la que se da al inocular el 
extracto nativo (p<0.05) (Tabla 4, Figura 8C). No se observaron diferencias significativas 
entre las reactividades IgG de los sueros procedentes de animales inmunizados con AlOH 
en función del extracto utilizado.
El análisis de la respuesta en función del adyuvante (independientemente del 
extracto utilizado) muestra que el CpG es el inductor de la respuesta IgG más fuerte y las 
diferencias con respecto a los animales inoculados sin adyuvante y a aquellos inoculados 
con el extracto adsorbido a AlOH son altamente significativas (F(2, 35)=14.591, p<0.001) 
(Figura 8B).
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Figura 8. Análisis de varianza multifactorial de los niveles de IgG total. (A) Análisis de la respuesta según 
el extracto utilizado. (B) Análisis de la respuesta según el adyuvante utilizado. (C) Análisis de la respuesta 
según el extracto en función del adyuvante. (D) Análisis de la respuesta según el adyuvante en función 
del extracto. Las barras verticales denotan intervalos de confianza del 95%. * Diferencias significativas 
(p<0.05). ** Diferencias altamente significativas (p<0.001)
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El uso de los adyuvantes CpG y AlOH junto al extracto nativo aumenta significati-
vamente la reactividad IgG total con respecto a los animales a los que se les inoculó dicho 
extracto sin adyuvante (p<0.05) (Tabla 4, figura 8D).  Si se analiza la respuesta frente al 
extracto despigmentado en función del adyuvante, se observan niveles altos de reacti-
vidad en los sueros de los grupos inoculados con este extracto sin adyuvante y en com-
binación con CpG. Esta reactividad desciende significativamente al inocular el extracto 
despigmentado adsorbido a AlOH. Finalmente, la respuesta IgG frente al extracto poli-
merizado es mayor cuando éste es inoculado con CpG; las diferencias con respecto a los 
grupos inoculados con extracto polimerizado sin adyuvante y con el extracto adsorbido 
a AlOH son altamente significativas. 
Modulación mediada por adyuvantes de la respuesta IgG1/IgG2a frente al 
extracto nativo 
La figura 9 muestra la media para cada grupo de los valores de D.O. medidos de 
forma individual en cada animal a una dilución 1/500. Se calculó la relación IgG2a/IgG1 
de forma individual.
En los ratones inoculados sin adyuvante, la respuesta es predominantemente 
de tipo IgG1 (extracto nativo: IgG2a/IgG1=0.40; despigmentado: IgG2a/IgG1=0.58; 
polimerizado: IgG2a/IgG1=0.14). Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) al 
comparar la respuesta IgG2a/IgG1 obtenida mediante la inoculación de extracto despig-
mentado con la respuesta que induce el extracto polimerizado. Los niveles más altos 
Tabla 4. Análisis post-hoc de la respuesta IgG frente al extracto nativo en sueros de animales inocula-
dos con extracto nativo, despigmentado y polimerizado en combinación con distintos adyuvantes. 
∗ Diferencias signicativas (p<0.05). ∗∗ Diferencias altamente signicativas (p<0.001). - No se encontraron 
diferencias
 
Sin adyuvante CpG AlOH 
 
 N DP Pol N DP Pol N DP Pol 
Sin 
adyuvante 
N 
 ∗ − ∗ ∗∗ ∗∗ ∗ − − 
DP ∗  ∗∗ − − − − − ∗ 
Pol − ∗∗  ∗ ∗∗ ∗∗ ∗ ∗ − 
CpG 
N ∗ − ∗  ∗ ∗ − − − 
DP ∗∗ − ∗∗ ∗  − − ∗ ∗∗ 
Pol ∗∗ − ∗∗ ∗ −  ∗ ∗ ∗∗ 
AlOH 
N ∗ − ∗ − − ∗  − − 
DP − − ∗ − ∗ ∗ −  − 
Pol − ∗ − − ∗∗ ∗∗ − −  
  
N DP Pol N DP Pol N DP Pol 
  
Sin adyuvante CpG AlOH 
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de reactividad para ambos subtipos se dieron en los animales inoculados con extracto 
despigmentado, y la reactividad IgG2a menor se observó en aquellos inoculados con 
extracto polimerizado.
La inoculación de los extractos adsorbidos a AlOH produce una respuesta con 
un claro carácter IgG1 en todos los casos (extracto nativo: IgG2a/IgG1=0.09; despigmen-
tado: IgG2a/IgG1=0.10; polimerizado: IgG2a/IgG1=0.06). Esta polarización viene dada 
fundamentalmente por un incremento en los valores de IgG1 con respecto a los obteni-
dos sin adyuvante, aunque también se aprecia una disminución de los valores de IgG2a 
en los animales inoculados con extracto nativo y extracto despigmentado. La relación 
IgG2a/IgG1 menor se encontró al inocular el extracto polimerizado adsorbido a AlOH 
(diferencias significativas, p<0.05).
Al utilizar CpG como adyuvante se aprecia un efecto modulador de la respuesta 
IgG1 predominante observada en los casos anteriores. El extracto despigmentado man-
tiene el tipo de respuesta predominante IgG1 observado al inocularlo sin adyuvante, 
aunque con valores más cercanos a la unidad (IgG2a/IgG1=0.75), diferencias significati-
vas con respecto al grupo inoculado con el extracto adsorbido a AlOH. La inmunización 
con extracto nativo produce una respuesta equilibrada (IgG2a/IgG1=1.24). Finalmente, 
los animales inoculados con el extracto polimerizado y CpG revierten por completo la 
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Figura 9.  Tipo de respuesta IgG1/IgG2a. Respuesta frente al extracto nativo en sueros de animales 
inoculados con extracto nativo, despigmentado y polimerizado en combinación con distintos 
adyuvantes. Los sueros se testaron a 1/500 cinco días después de la tercera dosis.
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respuesta hacia IgG2a (IgG2a/IgG1=1.80). El cambio en el tipo de respuesta observado 
se debe al aumento en los niveles de IgG2a, estadísticamente significativo en el caso de 
los extractos nativo y polimerizado.
Niveles totales de IgE
La detección de IgE específica de antígeno en ratones se ve dificultada por la baja 
relación IgE/IgG total. Se hicieron varios experimentos para eliminar los anticuerpos de 
tipo IgG mediante el empleo de proteína G, pero los resultados no fueron consistentes.
Por el contrario sí se pudieron cuantificar los niveles totales de IgE en el suero de 
los animales inmunizados. La figura 10 muestra la media para cada grupo de las concen-
traciones de IgE total en ng/ml medidas de forma individual en cada animal.
En los animales inoculados sin adyuvante, la concentración de IgE en suero más 
alta se observó en los animales inoculados con extracto nativo, apreciándose diferencias 
estadísticamente significativas (p<0.05) con respecto a los extractos despigmentado y 
polimerizado. Al utilizar CpG como adyuvante, los valores mínimos de IgE total se dan 
en los ratones inoculados con extracto polimerizado (diferencias estadísticamente sig-
nificativas con respecto a los extractos nativo y despigmentado).  La inoculación de los 
extractos adsorbidos a AlOH produce aumentos significativos en los niveles de IgE en 
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Figura 10. Niveles de IgE total. Concentración en sueros de animales inoculados con extracto nativo, 
despigmentado y polimerizado en combinación con distintos adyuvantes.Los sueros se testaron a 1/100 
cinco días después de la tercera dosis.
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los sueros de los animales inmunizados con extracto nativo en comparación con aque-
llos a los que se les inoculó extracto despigmentado y los inmunizados con extracto 
polimerizado.
El extracto nativo adsorbido a AlOH produjo los niveles más altos de IgE total 
(diferencias estadísticamente significativas con respecto a los inoculados sin adyuvante 
y con CpG). Sin embargo al usar CpG como adyuvante, no se encuentran diferencias sig-
nificativas con respecto a los animales inoculados con extracto nativo sin adyuvante. Es 
importante señalar que en dos de los siete ratones inoculados con AlOH en ausencia 
de extracto, se observaron niveles de de IgE muy elevados y se consideraron estadís-
ticamente como valores atípicos fuera de rango. Estos datos no fueron incluidos en el 
análisis de los datos.
En el caso del extracto despigmentado, el AlOH induce un aumento significativo 
en la concentración de IgE en suero con respecto a los animales inmunizados con el 
mismo extracto pero sin adyuvante. La utilización de CpG como adyuvante no induce 
diferencias significativas con respecto a los niveles de IgE.
Los niveles más bajos de IgE se observaron al inocular el extracto polimerizado 
sin adyuvante y con CpG, encontrándose diferencias significativas con respecto al grupo 
inmunizado con el extracto adsorbido a AlOH.
Inmunodetección de proteínas transferidas a membranas de PVDF
El objetivo de este experimento era establecer si existía un perfil antigénico espe-
cífico para cada formulación. En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos tras 
enfrentar los sueros provenientes de cada grupo con extracto nativo cargado en un gel 
SDS-PAGE y electrotransferido a una membrana de PVDF.
Se observa que tanto el extracto como el adyuvante utilizado influyen en la 
generación de los perfiles antigénicos. Al inocular los extractos adsorbidos a AlOH, los 
patrones de reconocimiento obtenidos parecen igualarse y las diferencias existentes 
entre extractos se minimizan. Los sueros provenientes de todas las formulaciones reco-
nocieron bandas de aproximadamente 18, 25, y 30 kDa. Se observó también un patrón 
de reconocimento intenso con dos bandas definidas en el rango de 130 a 205 kDa reco-
nocido por los sueros provenientes de los nueve grupos.
Cabe destacar que en el patrón obtenido con los sueros provenientes de anima-
les inoculados con extracto despigmentado en ausencia de adyuvantes se detectan dos 
bandas de reconocimiento muy definidas entre los 18 kDa y los 7 kDa y una tercera de 
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aproximadamente 42 kDa que están ausentes en los patrones obtenidos para el resto de 
los grupos. Al inocular este extracto en combinación con CpG o adsorbido a AlOH, los 
sueros correspondientes a estas formulaciones dejan de reconocer estas dos bandas.
Ensayos de inhibición de reactividad cruzada
En estos ensayos se pretende averiguar si la despigmentación y subsiguiente poli-
merización del extracto nativo de D. pteronyssinus modifican el repertorio de anticuerpos 
generados. Para ello se evalúan las diferencias en reactividad IgG frente a los extractos 
nativo, despigmentado y polimerizado de los sueros de los animales inmunizados sin 
adyuvante al preincubarlos con cada uno de los extractos. Dada la gran cantidad de 
suero necesaria para realizar los experimentos de inhibición estos experimentos se reali-
zaron agrupando los sueros pertenecientes a los animales inmunizados de cada grupo.
Se parte de la base de que si se preincuba el suero de un animal inmunizado con 
la cantidad suficiente del extracto con el que se le inmunizó y posteriormente se enfrenta 
en un ensayo de ELISA de nuevo al mismo extracto con el que se hizo la preincubación, 
la reactividad IgG de este suero debe disminuir considerablemente, hasta acercarse a 
los valores de sueros preinmunes. En este momento se considera que todas las IgG del 
suero específicas contra el antígeno están unidas al extracto.
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Figura 11. Perfiles antigénicos del extracto nativo. Los sueros de los animales se agruparon según la 
formulación administrada y se evaluó su reactividad IgG a una dilución 1/200. N: Suero proveniente del 
grupo de de animales inoculados con extracto Nativo; DP: Suero proveniente del grupo de animales 
inoculados con extracto Despigmentado; Pol: Suero proveniente del grupo de animales inoculados con 
extracto Polimerizado.
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La figura 12 muestra las curvas de saturación para cada uno de los sueros al pre-
incubarlos con los extractos que se utilizaron para inmunizar a los ratones de los que 
se obtiene el suero y enfrentarlos en un ensayo de ELISA al mismo extracto con el que 
fueron preincubados. En los tres casos, concentraciones de 40 µg/ml de proteína de cada 
extracto fueron suficientes para disminuir en más de un 90% la reactividad observada 
en los sueros sin preincubar. Se toma la decisión de utilizar 80 µg/ml en los siguientes 
ensayos de inhibición, asegurando así la presencia de un exceso de proteína.
En cada ensayo se utilizaron los siguientes controles:
Tres controles de reactividad de los sueros: suero proveniente de animales •	
inoculados con extracto nativo sin preincubar (suero nativo), despigmen-
tado sin preincubar (suero despigmentado) y polimerizado sin preincubar 
(suero polimerizado)
Tres controles de inhibición: suero nativo preincubado con extracto nativo, •	
suero despigmentado preincubado con extracto despigmentado y suero 
polimerizado preincubado con extracto polimerizado
Los resultados se muestran en porcentaje de reconocimiento con respecto al 
suero en cuestión sin preincubar.
En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de inhibición de 
la reactividad del suero nativo. Los tres controles de inhibición muestran la reactividad 
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Figura 12. Curvas de saturación. Reactividad en % del suero nativo frente a extracto nativo (nativo), 
despigmentado frente a extracto despigmentado (despigmentado), y polimerizado frente a extracto 
polimerizado (polimerizado) al preincubarlos con concentraciones crecientes de extracto nativo, 
despigmentado y polimerizado respectivamente.
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esperada, por debajo de 10%. El suero nativo conserva un 15% de reactividad al ser prein-
cubado con extracto despigmentado y un 48% al preincubarlo con extracto polimerizado. 
En el caso del suero despigmentado (Figura 13B), la preincubación con extracto nativo 
y polimerizado mantuvo los niveles de reactividad en un 15 y un 48% respectivamente, 
mientras que el control del suero polimerizado preincubado con extracto polimerizado 
conservó el 20% de reactividad. Finalmente, (Figura 13C), se observó que se conserva el 
21 y el 19% de reactividad del suero de animales inoculados con extracto polimerizado 
al preincubarlo con extracto nativo y extracto despigmentado respectivamente.
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Figura 13. Ensayos de inhibición de reactividad. Reactividad en % de los sueros frente al extracto nativo 
(A), despigmentado (B) y polimerizado (C) al preincubarlos con distintos extractos. S. Nativo: Suero 
proveniente de animales inmunizados con extracto nativo. S. Despigmentado: Suero proveniente de 
animales inmunizados con extracto despigmentado. S. Polimerizado: Suero proveniente de animales 
inmunizados con extracto polimerizado. P. Nativo: La preincubación se realiza con extracto nativo. 
P. Despigmentado: La preincubación se realiza con extracto despigmentado. P. Polimerizado: La 
preincubación se realiza con extracto polimerizado.
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Respuesta celular: producción de citoquinas in vitro por 4.3. 
parte de esplenocitos de ratones inmunizados
Al valorar, en los ensayos anteriores, la respuesta humoral suscitada tras la admi-
nistración de los extractos en presencia y ausencia de los adyuvantes, se observaron dife-
rencias en la inmunogenicidad total, en el tipo de respuesta IgG1/IgG2a y en los niveles 
de IgE total con respecto al extracto y al adyuvante utilizado. En los siguientes ensayos 
se pretende aclarar si estas diferencias se pueden asociar con variaciones en los perfiles 
de las citoquinas que se producen al re-estimular in vitro células de bazo de los animales 
inmunizados.  En el caso de los animales inoculados con extracto despigmentado y poli-
merizado también se analizó el patrón de citoquinas tras una estimulación cruzada con 
extracto nativo.
Se inocularon tres dosis por vía subcutánea espaciadas 15 días a 16 grupos de 
cinco ratones con dosis de 25 µg de proteína total de cada extracto y con los adyuvantes 
CpG y AlOH según se muestra en la tabla 3. Siete días después de la tercera dosis se 
sacrificaron los animales y se les extrajo el bazo. Los bazos obtenidos se procesaron de 
forma conjunta para cada grupo de inmunización, y sus células fueron estimuladas con 
extracto nativo en todos los casos y con extracto despigmentado o polimerizado según 
el extracto con el que fueron inmunizados. Los sobrenadantes se recogieron a las 48 
horas y fueron concentrados cuatro veces antes de medir los niveles de citoquinas con 
el sistema FlowCitomix. Los valores determinados para cada citoquina se comparan con 
sus respectivos grupos control, inoculados sólo con PBS, CpG o AlOH.
Paralelamente a estos ensayos también se midió proliferación tras la estimulación 
con los distintos extractos mediante la incorporación de timidina tritiada. Los tres extrac-
tos indujeron proliferación en esplenocitos provenientes de animales inoculados con los 
distintos extractos y en animales naive, lo que demuestra que ninguno de los extractos 
tiene un efecto  inhibidor del crecimiento celular (datos no mostrados). 
Las nueve citoquinas analizadas se agruparán para su análisis en seis categorías: 
citoquinas Th1 (IL-2 e IFN-γ), Th2 clásicas (IL-4 e IL-5), reguladoras (IL-10), Th17 (IL-17), 
proinflamatorias (IL-1α y TNF-α) y Th2 proinflamatorias (IL-6).
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Citoquinas de tipo Th14.3.1. 
IL-2
Tras la re-estimulación con extracto nativo, sólo en el caso de los animales inocu-
lados con extracto nativo + CpG los niveles de IL-2 aumentan con respecto a los contro-
les (Figura 14A). En los grupos inmunizados sin adyuvante y con AlOH, no se detecta esta 
citoquina.
Al estimular con extracto despigmentado las células provenientes de los anima-
les inoculados con el mismo extracto (Figura 14B) se observa que solamente en el caso 
del grupo inmunizado con CpG, la concentración de IL-2 detectada es mayor que para 
el grupo control. Al inocular el extracto sin adyuvante, los niveles son similares a los del 
grupo control y cuando se inocula el extracto adsorbido a AlOH, no se detecta IL-2 en el 
sobrenadante.
La estimulación con extracto polimerizado intensifica la producción de IL-2 con 
respecto a los grupos control cuando se inocula el extracto polimerizado en combina-
ción con cualquiera de los dos adyuvantes (Figura 14C). En los grupos inmunizados sin 
adyuvante se observan los niveles más altos, tanto en el control como en el inmunizado 
con extracto polimerizado. 
IFN-γ
En los grupos inoculados con extracto nativo y tras su reestimulación, se detec-
taron niveles significativos IFN-γ en los animales inoculados con CpG como adyuvante. 
En los dos grupos restantes (extracto nativo sin adyuvante y extracto nativo + AlOH) los 
niveles de IFN-γ resultaron menores que los de sus respectivos grupos control (Figura 
15A).
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Figura 14. Producción de IL-2 en respuesta a la estimulación in vitro. (A) Células estimuladas con 
extracto nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con 
extracto polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto 
despigmentado. Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado
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Al estimular con extracto despigmentado, se aprecia que los grupos inmunizados 
con CpG responden con niveles mayores de IFN-γ (Grupo control: 4800 pg/ml; despig-
mentado + CpG: 11500 pg/ml) (Figura 15B). Los valores en animales inoculados sólo con 
el extracto despigmentado (3100 pg/ml) son similares a los del grupo control (2300 pg/
ml). En el grupo inmunizado con despigmentado adsorbido a AlOH no se detectó IFN-γ. 
En los grupos estimulados con extracto polimerizado se detectan niveles de IFN-γ 
superiores a los de su grupo control en el grupo inoculado con este extracto en presencia 
de CpG como adyuvante (11500 pg/ml frente a 4800 pg/ml). Cabe destacar también que 
la reestimulación con este extracto es la única capaz de inducir la producción de IFN-γ en 
los grupos inoculados con AlOH (Figura 15C).
Citoquinas de tipo Th24.3.2. 
IL-4
De los animales inmunizados con extracto nativo, sólo el grupo inoculado con el 
extracto adsorbido a AlOH produjo IL-4 tras la reestimulación (132 pg/ml, Figura 16A). Si 
se estimula con extracto despigmentado, el grupo inoculado con este extracto sin adyu-
vante produce también niveles medibles de esta citoquina (71 pg/ml). En el caso de la 
estimulación con extracto polimerizado, el único grupo en el que se puede medir IL-4 es 
el de los inoculados con el extracto polimerizado adsorbido a AlOH (145 pg/ml, Figura 
16C).
IL-5
La re-estimulación con extracto nativo no produjo niveles detectables de esta 
citoquina en el grupo inoculado con este extracto en combinación con CpG (Figura 17A). 
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Figura 15. Producción de IFN-γ en respuesta a la estimulación in vitro. (A) Células estimuladas con 
extracto nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con 
extracto polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto 
despigmentado. Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
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Sí se detectó la producción de IL-5 (64 pg/ml) en el grupo de animales inoculados sin 
adyuvante. Al administrar este extracto adsorbido a AlOH se observaron bajos niveles de 
IL-5, similares a los medidos en el grupo control.
En los grupos inoculados con extracto despigmentado, la estimulación produce 
niveles superiores a los controles al inocularlo en ausencia de adyuvantes (205 pg/ml 
frente a 30 pg/ml). También se detectó esta citoquina en los sobrenadantes de los anima-
les inmunizados con CpG en combinación con el extracto (91 pg/ml, Figura 17B), valores 
similares a los observados en su grupo control (70 pg/ml).
Finalmente, al medir la concentración de IL-5 en los sobrenadantes de las células 
provenientes de los grupos inoculados con extracto polimerizado y estimulados con el 
mismo extracto, sólo se detectaron niveles superiores al grupo control en el grupo inmu-
nizado con el polimerizado y CpG (Figura 17C). 
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Figura 17. Producción de IL-5 en respuesta a la estimulación in vitro (A) Células estimuladas con extracto 
nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con extracto 
polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto despigmentado. 
Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
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Figura 16. Producción de IL-4 en respuesta a la estimulación in vitro. (A) Células estimuladas con 
extracto nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con 
extracto polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto 
despigmentado. Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
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Citoquinas reguladoras: IL-104.3.3. 
La estimulación con extracto nativo sólo produjo niveles superiores de IL-10 a los 
de los grupos control al inmunizar con extracto nativo en combinación con CpG (Figura 
R18A). Al re-estimular con extracto despigmentado y polimerizado, los niveles detec-
tados son claramente superiores. Cabe destacar que el CpG como adyuvante produce 
los niveles más altos de IL-10, en los grupos inoculados con extracto despigmentado 
(estimulados con extracto despigmentado) y polimerizado (estimulados con extracto 
polimerizado). En ninguno de los grupos inmunizados con AlOH se detectaron niveles 
de esta citoquina, independientemente del estímulo utilizado.
Citoquinas Th-17: IL-174.3.4. 
Los niveles más altos para esta citoquina al estimular con extracto nativo fueron 
detectados en el grupo inmunizado con el extracto en combinación con CpG (Figura 
19A). En este caso, la concentración de IL-17 detectada (2870 pg/ml) fue muy superior a 
la del control inoculado únicamente con CpG (64 pg/ml). En el caso del grupo inoculado 
sin adyuvante, los valores medidos (337 pg/ml) fueron ligeramente inferiores a los del 
grupo control (560 pg/ml). Al utilizar AlOH como adyuvante, la concentración de IL-17 
en el sobrenadante es muy baja (63 pg/ml), un orden de magnitud por debajo del grupo 
control.
En respuesta a la reestimulación con extracto despigmentado (Figura 19B), no se 
detectó IL-17 en el grupo inoculado con el extracto adsorbido a AlOH. En los animales 
inoculados con extracto despigmentado sin adyuvante, se obtuvieron valores superiores 
a los del grupo control (10700 pg/ml frente a 8200 pg/ml). Al utilizar CpG como adyu-
vante, la diferencia con respecto al control se hace mucho más patente, detectándose en 
este grupo los niveles más altos de IL-17 (46700 pg/ml).
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Figura 18. Producción de IL-10 en respuesta a la estimulación in vitro (A) Células estimuladas con 
extracto nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con 
extracto polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto 
despigmentado. Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
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En los grupos inmunizados con el extracto polimerizado y estimulados con el 
mismo extracto se observa que los niveles más altos corresponden al grupo inmunizado 
con extracto polimerizado + CpG (Figura 19C).  Cabe destacar también que en el grupo 
inmunizado sin adyuvante, la producción de IL-17 es menor que en el grupo control.
Citoquinas proinflamatorias4.3.5. 
IL-1α
En el grupo inoculado sin adyuvante se midieron niveles de esta citoquina infe-
riores a los del grupo control en respuesta a la estimulación con extracto nativo (Figura 
20A). Cuando se utiliza CpG como adyuvante no se detecta producción de IL-1α en 
ninguno de los grupos. Al inocular el extracto adsorbido a AlOH, se detectaron valores 
similares a los del grupo control.
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Figura 20. Producción de IL-1α en respuesta a la estimulación in vitro (A) Células estimuladas con 
extracto nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con 
extracto polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto 
despigmentado. Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
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Figura 19. Producción de IL-17 en respuesta a la estimulación in vitro (A) Células estimuladas con 
extracto nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con 
extracto polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto 
despigmentado. Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
55
 Resultados 
Al reestimular con extracto despigmentado los niveles de IL-1α medidos en los 
grupos inmunizados sin adyuvante y con este extracto adsorbido a AlOH son similares a 
los de sus respectivos grupos control, sin embargo, sí se detectaron niveles superiores a 
los del control en el grupo en que se utilizó CpG como adyuvante (Figura 20B). 
La reestimulación con extracto polimerizado (Figura 20B) sólo produjo niveles 
considerablemente mayores que los del grupo control en el caso del grupo inoculado 
con el extracto en combinación con CpG. En este grupo se observaron los niveles de 
IL-1α más altos del ensayo (1340 pg/ml). En los grupos restantes, los niveles de IL-1α fue-
ron similares (grupo inoculado sin adyuvante) o ligeramente superiores (inoculados con 
el extracto adsorbido a AlOH) a sus respectivos controles. 
TNF-α
La figura 21 muestra los niveles medidos para TNF-α. Sólo se detectó la produc-
ción de esta citoquina en los grupos inoculados con extracto polimerizado (Figura 20C) 
en combinación con CpG o AlOH utilizando como estímulo el mismo extracto con el que 
fueron inmunizados. En el caso del extracto polimerizado inoculado con CpG, los valores 
son mayores que los observados en los controles (64 frente a 28 pg/ml) y cuando se uti-
liza AlOH como adyuvante ocurre lo contrario (42 frente a 19 pg/ml).
Citoquinas de tipo Th2 proinflamatorias: IL-64.3.6. 
Al estimular con extracto nativo (Figura 22A), los valores más altos se observan en 
los grupos inmunizados sin adyuvante. Cuando se administra el extracto nativo en com-
binación con CpG se observó una concentración de 5870 pg/ml frente a 702 pg/ml en 
el grupo control. En el grupo de animales inmunizados con extracto nativo adsorbido a 
AlOH, la concentración de IL-6 medida en el sobrenadante resultó ser claramente menor 
que en el resto de los grupos y similar a los valores obtenidos para el grupo control.
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Figura 21. Producción de TNF-α en respuesta a la estimulación in vitro (A) Células estimuladas con 
extracto nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con 
extracto polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto 
despigmentado. Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
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Al contrario de lo observado en el caso anterior, la estimulación con extracto 
despigmentado (Figura 22B) genera unos niveles mayores de IL-6 en el grupo en que se 
utilizó este extracto en combinación con CpG. Cuando se administra el extracto despig-
mentado sin adyuvante los valores de IL-6 detectados son similares a los del grupo con-
trol. Los valores detectados en los grupos inmunizados con AlOH son mucho menores al 
compararlos con los otros grupos (sin adyuvante y CpG).
Lo mismo sucede en los grupos inmunizados con extracto polimerizado. La 
estimulación con el mismo extracto administrado produce también un aumento en los 
niveles de IL-6 con respecto a la estimulación con extracto nativo (Figura 22C). También 
en este caso se detecta una producción mayor de IL-6 en los grupos inoculados con CpG 
al compararlos con los grupos inoculados sin adyuvante y con AlOH.
Respuesta frente a la estimulación cruzada con extracto nativo 4.3.7. 
de los grupos inmunizados con extracto despigmentado y polimerizado
En los ensayos anteriores, se ha medido la producción de las distintas citoqui-
nas al estimular las células de bazo de los distintos grupos con el mismo extracto con 
el que fueron inoculados. La efectividad de estos extractos como vacuna dependería 
de la respuesta suscitada tras un hipotético encuentro posterior con los alérgenos de D. 
pteronyssinus en estado nativo. A continuación se muestran los resultados obtenidos al 
estimular con extracto nativo los esplenocitos de los grupos inmunizados con extracto 
despigmentado y polimerizado y se comparan con lo observado anteriormente para los 
grupos inmunizados con extracto nativo y re-estimulados con el mismo extracto (Figura 
23).
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Figura 22. Producción de IL-6 en respuesta a la estimulación in vitro (A) Células estimuladas con extracto 
nativo. (B) Células estimuladas con extracto despigmentado. (C) Células estimuladas con extracto 
polimerizado. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto despigmentado. 
Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
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IL-2
Al administrar los extractos sin adyuvante, los niveles de IL-2 medidos en los gru-
pos inmunizados con extracto despigmentado (236 pg/ml) y polimerizado (262 pg/ml) 
son ligeramente superiores a los observados en el grupo control inoculado con PBS (160 
pg/ml) (Figura 23A). Como ya se había comentado anteriormente, en el grupo inoculado 
con el extracto nativo no se detectó producción de esta citoquina en el sobrenadante.
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Figura 23. Producción de citoquinas tras la estimulación cruzada. Se muestran los niveles de todas 
las citoquinas analizadas. N: Grupo inoculado con extracto nativo. DP: grupo inoculado con extracto 
despigmentado. Pol: Grupo inoculado con extracto polimerizado.
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Los valores más altos de esta citoquina tras la estimulación con extracto nativo se 
observaron en los grupos que utilizaron CpG como adyuvante. En los tres grupos inmu-
nizados con los extractos y CpG los niveles detectados son superiores al grupo control 
(83 pg/ml). El grupo inmunizado con extracto nativo + CpG presenta los niveles más 
altos (1300 pg/ml), seguido del despigmentado +CpG (560 pg/ml) y el polimerizado + 
CpG presenta el valor más bajo (270 pg/ml). 
De los grupos inmunizados con AlOH, cabe destacar los niveles observados al 
inocular el extracto polimerizado (380 pg/ml) superiores a los medidos en los grupos 
inoculados con extracto nativo (no detectada), polimerizado (24 pg/ml) y en el grupo 
control inoculado sólo con AlOH.
IFN-γ
La estimulación con extracto nativo produce niveles superiores a los de los grupos 
control en los tres grupos inmunizados con CpG y en el grupo de animales en el que el 
extracto polimerizado está adsorbido a AlOH (Nativo + CpG: 3400 pg/ml; Despigmentado 
+ CpG: 280 pg/ml; Polimerizado + CpG: 970 pg/ml; Polimerizado + AlOH: 1900 pg/ml) 
(Figura 23B). En el resto de los grupos (todos los inoculados sin adyuvante, los inocula-
dos con extracto nativo + AlOH y los inoculados con despigmentado + AlOH), los valores 
de IFN-γ medidos fueron similares o incluso menores que los de sus respectivos grupos 
control.
IL-4
Al estimular con extracto nativo, los valores de IL-4 son muy bajos, sólo se detecta 
esta citoquina cuando se utiliza AlOH como adyuvante, concretamente en el grupo de 
inmunizados con extracto nativo y, en menor medida, en el grupo del polimerizado (170 
y 70 pg/ml respectivamente) (Figura 23C).
IL-5
La estimulación con extracto nativo no produjo niveles detectables de esta cito-
quina en ninguno de los grupos inoculados con CpG ni en el grupo del extracto polime-
rizado inoculado sin adyuvante (Figura 23D). Sí se detectó la producción de IL-5 en los 
grupos inoculados con el extracto nativo y despigmentado sin adyuvante (64 y 124 pg/
ml respectivamente). En los grupos de animales inoculados con los extractos adsorbidos 
a AlOH, se observaron bajos niveles de IL-5, similares a los medidos en el grupo control.
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IL-10
En los ensayos de estimulación cruzada sólo se detectó esta citoquina en los gru-
pos inmunizados sin adyuvante (Figura 23E). Únicamente al inmunizar con extracto des-
pigmentado, los niveles medidos fueron superiores a los del grupo control inmunizado 
con PBS. 
IL-17
Anteriormente se había descrito que el grupo inmunizado con extracto nativo 
producía IL-17 en concentraciones ligeramente inferiores a las del grupo control (Figura 
23F). Al estimular con extracto nativo los grupos inmunizados con extracto despigmen-
tado y polimerizado se aprecia que los niveles de esta citoquina aumentan (inmunizados 
con despigmentado: 954 pg/ml; inmunizados con polimerizado: 735 pg/ml) llegando a 
superar al grupo control inmunizado sólo con PBS. La respuesta en los grupos inmuni-
zados con extracto nativo + CpG alcanza los niveles más altos del ensayo, seguida de los 
inmunizados con extracto despigmentado en combinación con CpG. Finalmente, de los 
grupos inmunizados con AlOH destacan los valores obtenidos al inocular con extracto 
polimerizado (995 pg/ml), superiores a los de su grupo control, y al resto de los grupos 
inmunizados con este extracto en ausencia de adyuvantes o en combinación con CpG.
IL1-α
Los valores de esta citoquina al estimular con extracto nativo el grupo inoculado 
con extracto despigmentado sin adyuvante fueron similares a los observados en el 
grupo inoculado con extracto nativo (Figura 23G). La inmunización con extracto polime-
rizado produce un aumento en la producción de IL-1α (334 pg/ml), situándose en niveles 
similares a los de su grupo control. Al inmunizar con CpG como adyuvante, no se detectó 
esta citoquina. Finalmente, al cuantificar esta citoquina en los grupos inoculados con los 
extractos adsorbidos a AlOH, se aprecia un descenso en el grupo inoculado con despig-
mentado (con respecto a los niveles observados para el grupo inoculado con extracto 
nativo) y un aumento considerable en el grupo inoculado con extracto polimerizado.
TNF-α
No se detectó esta citoquina tras la estimulación cruzada con extracto nativo en 
ninguno de los grupos estudiados (resultados no mostrados).
IL-6
Los niveles de esta citoquina en los grupos inoculados con extracto despig-
mentado y polimerizado sin adyuvante fueron similares a los observados para el 
extracto nativo (Figura 23H). Sin embargo, al utilizar CpG como adyuvante se aprecia 
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una reducción considerable en los grupos inoculados con los extractos modificados. 
Finalmente, la concentración de IL-6 medida en el sobrenadantes del grupo inoculado 
con extracto despigmentado + AlOH (647 pg/ml) fue menor que la del nativo + AlOH 
(2181 pg/ml), al contrario que en el grupo inoculado con extracto polimerizado + AlOH, 
en el que se aprecian niveles superiores de esta citoquina (3391pg/ml), por encima de 
los medidos en su grupo control (1653pg/ml).
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Variaciones en la composición de poblaciones celulares en 4.4. 
ganglio drenante tras la inmunización con los distintos extrac-
tos y adyuvantes
En los ensayos anteriores se observa que tanto el extracto como el adyuvante 
utilizado influyen en la inmunogenicidad, el tipo de respuesta IgG2a/IgG1, los niveles 
de IgE y el perfil de citoquinas generado tras la estimulación in vitro. Estos resultados 
nos llevan a analizar los cambios en la composición de las poblaciones celulares en el 
ganglio drenante tras la inmunización con los distintos extractos y adyuvantes.
Para este análisis se diseñó un ensayo con 220 ratones BALB/c divididos en once 
grupos (Tabla 4) a los que se administran, por vía subcutánea en la almohadilla plantar, 
una dosis de 25 μg de proteína total en cada pata en los días 0 y 14. Se sacrificaron dos 
animales de cada grupo en los días 2, 4, 7, 9, 14, 16, 18, 21, 23 y 25, y se extraen los dos 
ganglios poplíteos para proceder al análisis de su composición celular por citometría 
de flujo. Adicionalmente se sacrificaron cuatro animales naive, cuyos ganglios poplíteos 
fueron utilizados para la determinación de los porcentajes de cada población en el día 
0.
Variaciones en la población de linfocitos B4.4.1. 
En primer lugar se analizó el efecto de la inoculación de los dos adyuvantes (Figura 24). 
Tras la administración de la primera dosis de CpG, el porcentaje de células B220+ aumenta, 
hasta llegar a un primer máximo en el día 7 (Figura 24A). El número de Linfocitos B vuelve 
a aumentar tras la segunda dosis, alcanzando el máximo en el día 23 (9 días después de 
ésta). En cuanto a la activación de esta población celular en el ganglio (B220+/CD69+), 
Tabla 4 
Grupo Animales Extracto Adyuvante 
1 1-20 Nativo 
Sin 
Adyuvante 2 21-40 Despigmentado 
3 41-60 Polimerizado 
  4 61-80 PBS 
CpG 
5 81-100 Nativo 
6 101-120 Despigmentado 
7 121-140 Polimerizado 
8 141-160 PBS 
AlOH 
9 161-180 Nativo 
10 181-200 Despigmentado 
11 201-220 Polimerizado 
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alcanza un pico en el día 2 en el que las células pertenecientes a esta población suponen 
casi un 20%, para descender posteriormente a unos niveles que oscilan entre el 2 y el 8% 
durante el resto del experimento (Figura 24C). 
La administración de AlOH en ausencia de extractos no produjo variaciones sig-
nificativas en las proporciones de células B220+ (Figura 24B). Sin embargo, sí se aprecia 
un ligero aumento en el porcentaje de células activadas dos días después de la primera 
dosis. Antes de la administración de la segunda dosis los niveles de activación son simi-
lares a los del día 0. Siete días después los niveles de B220+ vuelven a subir hasta valores 
cercanos al 6%.
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Figura 25. Análisis de la variación de la proporción de células B220+ en ganglios de ratones inoculados 
con los tres extractos sin adyuvante, en combinación con CpG y adsorbidos a AlOH.
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Figura 24. Análisis de la variación de la proporción de células B220+ en ganglios de ratones inoculados 
sólo con CpG (A y C) o sólo con AlOH (B y D).
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La figura 25 muestra la evolución de la proporción de células B220+ después de 
la inoculación de la primera y segunda dosis de los distintos extractos en presencia o 
ausencia de adyuvantes. Todas las formulaciones inducen un aumento significativo en 
los porcentajes de esta población. El primer pico se observa en el día 7 en todos los casos 
salvo en los grupos inoculados con extracto despigmentado + CpG y polimerizado + 
CpG, en el que se adelanta al día 2. Tras la segunda dosis se observa que el aumento 
de la proporción de linfocitos B no decae, manteniéndose en valores cercanos al 50% 
(obtenidos en el primer pico tras la primera dosis). El único grupo en que se observa una 
variación considerable en el porcentaje de esta población tras la segunda dosis es en el 
de inoculados con extracto polimerizado sin adyuvante, donde se vuelve a alcanzar un 
máximo en el día 16.
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Figura 26. Análisis de la variación de la proporción de células B220+/CD69+ en ganglios de ratones 
inoculados con los tres extractos sin adyuvante, en combinación con CpG y adsorbidos a AlOH. (A) 
Histogramas correspondientes a los días 0 y 2 del grupo de animales inoculado con extracto polimerizado 
y CpG. (B) % de células B220+/CD69+ en los días post-inoculación
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La evolución de la activación de las células B220+ se muestra en la figura 26. Al 
inocular los extractos sin adyuvante, se observan picos de activación en los días 2 y 7 en 
los tres grupos. En el grupo inoculado con extracto polimerizado se observa también un 
tercer pico en el día 16, dos días después de la segunda dosis. 
Cuando se utiliza CpG como adyuvante, se aprecia un máximo de activación en el 
día 2, claramente superior al observado al administrar los extractos sin adyuvante. Este 
aumento es mayor en los grupos inmunizados con extracto despigmentado y polime-
rizado. En estos dos grupos también se observa un segundo pico de activación tras la 
segunda dosis, de menor intensidad que el primero, concretamente en el día 16. 
No se aprecian incrementos en la proporción de células B220+/CD69+ en los gru-
pos inoculados con AlOH hasta dos días después de la segunda dosis (día 16). En este 
caso no se observaron diferencias entre los extractos utilizados para la inmunización.
Variaciones en las poblaciones de linfocitos T4.4.2. 
No se observaron variaciones notables en el porcentaje de células CD4+ y CD8+ 
tras la administración de las distintas formulaciones (Figuras 27, 28, 29, 30). Las varia-
ciones observadas se deben a que se están midiendo los porcentajes con respecto a 
todas las poblaciones celulares del ganglio drenante y un incremento considerable en la 
población mayoritaria (en este caso, de linfocitos B) necesariamente se ve reflejado en el 
resto.
Figura 27. Análisis de la variación de la 
proporción de células CD4+ en ganglios 
de ratones inoculados sólo con CpG (A y 
C) o sólo con AlOH (B y D).
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Figura 28. Análisis de la variación de la 
proporción de células CD8+ en ganglios 
de ratones inoculados sólo con CpG (A y 
C) o sólo con AlOH (B y D).
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Figura 29. Análisis de la variación de la proporción de células CD4+ en ganglios de ratones inoculados 
con los tres extractos sin adyuvante, en combinación con CpG y adsorbidos a AlOH.
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Figura 30. Análisis de la variación de la proporción de células CD8+ en ganglios de ratones inoculados 
con los tres extractos sin adyuvante, en combinación con CpG y adsorbidos a AlOH.
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Figura 31. Análisis de la variación de la proporción de células CD4+/CD69+ en ganglios de ratones 
inoculados con los tres extractos sin adyuvante, en combinación con CpG y adsorbidos a AlOH. (A) 
Histogramas correspondientes a los días 0 y 2 del grupo de animales inoculado con extracto polimerizado 
y CpG. (B) % de células CD4+/CD69+ en los días post-inoculación
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Figura 32. Análisis de la variación de la proporción de células CD8+/CD69+ en ganglios de ratones 
inoculados con los tres extractos sin adyuvante, en combinación con CpG y adsorbidos a AlOH. (A) 
Histogramas correspondientes a los días 0 y 2 del grupo de animales inoculado con extracto polimerizado 
y CpG. (B) % de células CD8+/CD69+ en los días post-inoculación.
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La activación de los linfocitos CD4+ en respuesta a la inoculación con los distintos 
extractos se muestra en la figura 31. En todos los casos inmunizados sin adyuvante y con 
CpG se observa un pico dos días después de la primera dosis. En los animales inocula-
dos con extracto polimerizado sin adyuvante, despigmentado con CpG y polimerizado 
con CpG se observa además un segundo pico de activación, de mayor intensidad que el 
primero, en el día 21 (siete días después de la segunda dosis). En los tres grupos en los 
que el extracto se administró adsorbido a AlOH, el aumento en la proporción de células 
CD4+/CD69+ es progresivo, alcanzando los valores máximos en el día 21, una semana 
después de la segunda dosis.
En la figura 32 se muestran los perfiles de activación de los linfocitos CD8+. En el 
día 2, se aprecia un máximo de activación en todos los grupos salvo en aquellos en los 
que el extracto polimerizado se administró sin adyuvante y adsorbido a AlOH. Este pico 
es claramente superior al utilizar CpG como adyuvante.
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Reclutamiento de células dendríticas (CD11c+)4.4.3. 
La tinción para esta población celular se realizó en combinación con el marcador 
de células presentadoras CD40. Sólo se observó un aumento en la población de estas 
células presentadoras al utilizar CpG como adyuvante. Cuando se administra sin extrac-
tos, el adyuvante CpG induce máximos cuatro días después de la primera dosis y siete 
días después de la segunda (Figura 33). Tras la inoculación de los extractos en combina-
ción con este adyuvante (Figura 34) sólo se aprecia un único pico en los niveles de esta 
población cuatro días después de la primera dosis.
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Figura 33. Análisis de la variación de la proporción de células CD11c+ en ganglios de ratones inoculados 
sólo con CpG o sólo con AlOH
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Figura 34. Análisis de la variación de la proporción de células CD11c+ en ganglios de ratones inoculados 
con los tres extractos sin adyuvante, en combinación con CpG y adsorbidos a AlOH.
70
     Resultados
Caracterización inmunobiológica del compuesto “C” 4.5. 
En el paso previo a la polimerización, el extracto nativo se somete a un proceso 
de despigmentación. Durante este proceso se descartan los pigmentos y otros compues-
tos menores de 5 kDa que teóricamente no poseen propiedades inmunológicamente 
relevantes. A la fracción descartada se le denomina compuesto “C”. En este apartado se 
evaluará en primer lugar la capacidad de suscitar una respuesta humoral del compuesto 
“C”. En segundo lugar se analizará su capacidad de modificar a nivel local la composición 
de las poblaciones celulares de ganglio. Finalmente se comprobará si la presencia de 
compuesto “C” influye sobre la viabilidad en cultivo de esplenocitos de ratón.
Respuesta humoral de animales inoculados con compuesto “C”4.5.1. 
Para este ensayo se inocularon tres grupos de cinco animales con dosis crecientes 
de 20, 40 y 80 µg de compuesto “C” por animal. Se administraron tres dosis por vía sub-
cutánea en la almohadilla plantar en los días 0, 15 y 30. Siete días después de la tercera 
dosis se procedió al sangrado de los animales. En los sueros obtenidos se midió la reacti-
vidad IgG total, IgG1 e IgG2a.
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Figura 35. (A) y (C) Análisis de la variación 
de las poblaciones celulares en ganglios de 
ratones inoculados con el compuesto “C”. 
(B) Respuesta IgG frente al extracto nativo 
de D.pteronyssinus. Animales inoculados 
con 80µg del compuesto “C”. Los sueros se 
testaron a 1/50.
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No se detectó respuesta en los sueros provenientes de los animales inmunizados 
con las dosis de 20 y 40 μg (datos no mostrados). En la figura 35B se muestran los valores 
obtenidos en los sueros diluidos 1/50 de los cinco animales inoculados con 80 μg de 
compuesto “C”. La respuesta es baja y de carácter mixto.
 Variación de las poblaciones celulares en ganglio4.5.2. 
Para analizar qué sucede a nivel local tras la inoculación del compuesto “C” se 
administró una primera dosis de 80 µg en cada almohadilla plantar en el día 0.  En los 
días 2, 4 y 6 tras la administración de esta dosis se procede al sacrificio de tres animales a 
los que se les extraen los ganglios drenantes. El día 9 de experimento se administró una 
segunda dosis (en idénticas condiciones que la primera) a tres animales que se sacrifi-
caron en el día 11 (dos días tras la administración de la segunda dosis). Las células del 
ganglio obtenidas se analizaron mediante citometría de flujo utilizando los marcadores 
B220, CD4, CD8, CD69 , CD40 y CD11c.
No se observó un incremento en el porcentaje de células B220+ hasta la adminis-
tración de una segunda dosis (Figura 35A). Por otro lado el porcentaje de la población de 
células CD4+ y CD8+ se mantiene constante tras la administración de la primera dosis y 
sufre una leve disminución tras la administración de la segunda, consecuencia del incre-
mento en la población de B220+ (Figura 35A).
La figura 35C muestra las proporciones de células B220+, CD4+ y CD8+ positivas 
para el marcador de activación temprana CD69. Tras la administración de las dos prime-
ras dosis no se observó un incremento en el porcentaje de células activadas para ninguna 
de las poblaciones señaladas. Sin embargo, el porcentaje de linfocitos B activados (B220/
CD69) pasa de un 2% inicial a un 10% tras la administración de la segunda dosis. Las 
proporciones de células CD4 y CD8 activadas no sufren cambios tras la administración 
del compuesto “C”.
En cuanto a la población de células dendríticas, no se observó ninguna variación 
tras la inoculación del “compuesto C” . Sin embargo, sí se encontraron diferencias en la 
composición de la población de células CD40+ con respecto a lo observado tras la ino-
culación de los extractos nativo, despigmentado y polimerizado (Figura 36). En el día 
2 tras la inoculación de  cualquiera de los extractos, la población de células CD40+ se 
duplica y sigue aumentando hasta el día 6. En el día 4 se observa que esta población  no 
es homogénea, se divide en dos subpoblaciones: Una con altos niveles de expresión de 
CD40 (CD40hi) y otra con niveles bajos de este marcador (CD40lo). En el día 6 la pobla-
ción vuelve a ser homogénea (CD40hi). Dos días tras la inoculación del compuesto “C”, se 
aprecia una división en CD40hi y CD40lo en la población de células CD40+ que vuelve a 
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ser homogéna enel día 4. Cabe destacar que estos cambios tienen lugar a pesar de que 
la proporción total de esta población celular no varió durante el ensayo. Parece ser que 
la inoculación del compuesto “C” tiene algún efecto en la expresión de la proteína de 
superficie CD40 en las poblaciones celulares del ganglio poplíteo drenante.
Viabilidad de esplenocitos de ratón cultivados en presencia de 4.5.3. 
compuesto “C”
Con el fin de ver si el compuesto “C” resulta tóxico para las células, se analizó la 
viabilidad tras 24 y 48 horas en cultivo de células de bazo de ratones naive. Se estudió 
el porcentaje de células muertas en los tiempos indicados al cultivarlas en ausencia de 
estímulo, estimuladas con un mitógeno (concanavalina A a 3µg/ml), y en presencia de 
concentraciones crecientes del compuesto “C” (20, 40 y 80 µg/ml). La cuantificación de 
células muertas se determinó por citometría de flujo mediante tinción con yoduro de 
propidio.
Tras 24 horas en cultivo en ausencia de estímulo se observó que el porcentaje de 
células muertas pasa de un 10.31% (día 0) al 41.11%. Si estas células son estimuladas con 
conA el porcentaje de células muertas alcanza un 61.28%; este aumento se asocia con el 
incremento en la proliferación (aumento notable de células en cultivo) inducido por este 
mitógeno. La presencia del compuesto “C” no incrementa de forma notable el porcentaje 
de células muertas que es del 45.15% en presencia de 20 µg/ml, del 46.30% en presencia 
de 40 µg/ml, y del 50.34% en presencia de 80 µg/ml (Figura 37).
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Figura 36. Análisis de la variación de la proporción de células CD40+/CD11c+ en ganglios de ratones 
inoculados con extracto nativo y despigmentado sin adyuvante.
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Tras 48 horas en cultivo en ausencia de estímulo, el porcentaje de células muertas 
pasa de un 10.31% inicial (día 0) al 54.7%. Si estas células son estimuladas con conA la 
proporción de células muertas alcanza un 82.9%. La presencia del compuesto “C”, como 
sucedía tras 24 horas en cultivo, no se traduce en una variación significativa del porcen-
taje de células muertas que es del 61.7% en presencia de 20 µg/ml, del 64.9% en presen-
cia de 40 µg/ml, y del 68.1% en presencia de 80 µg/ml.
Se realizaron tinciones dobles CD19/IP y CD3/IP con la intención de comprobar 
si existían diferencias entre los porcentajes de células muertas en las poblaciones de 
CD19+ (células B) CD3+ (células T). En el día cero se observó un 5% de células muertas 
para ambas poblaciones celulares. Tras mantener las células en cultivo en ausencia de 
estímulo el porcentaje de células B o T muertas se sitúa en torno al 20%. Las células trata-
das con ConA presentan mayor porcentaje de células muertas para la población T (CD3+/
IP+ ≈ 40%) mientras que el porcentaje de células B positivas para IP se mantiene en el 
20%. Cuando las células se mantienen en cultivo en presencia de las diferentes concen-
traciones de compuesto “C” la proporción de células B ó T positivas para IP se sitúa en 
torno al 20% como sucede cuando las células se cultivan en ausencia de estímulo. (Datos 
no mostrados).
Sin estímulo Con ADía 0
40ug de compuesto C 80ug de compuesto C20ug de compuesto C
Figura 37. Análisis de la viabilidad de esplenocitos en cultivo en presencia de distintas concentraciones 
del compuesto “C”.
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Discusión5. 
En esta tesis se han analizado las diferencias en la respuesta inmune frente al 
extracto nativo, despigmentado y polimerizado de D. pteronyssinus, así como el papel 
inmunomodulador e inmunoestimulador que dos adyuvantes de naturaleza distinta 
tienen sobre la misma, con el fin de proponer alternativas a la inmunoterapia específica 
tradicional.
El uso de extractos alergénicos modificados como vacunas hipoalergénicas fue 
propuesto por el grupo de Marsh en 1970. Desde entonces su seguridad y eficacia han 
sido demostradas en numerosos ensayos clínicos, en los que se aprecia una reducción 
en la carga sintomática y en la necesidad de medicación en pacientes con rinoconjunti-
vitis y/o asma (Ameal et al., 2005; Casanovas et al., 2005a; Fernández-Caldas et al., 2006; 
Garcia-Robaina et al., 2006; Ibero y Castillo, 2006; Casanovas et al., 2007; Wurtzen et al., 
2007).
El hidróxido de aluminio es actualmente el único adyuvante cuyo uso está per-
mitido en humanos. Es un potenciador de la respuesta humoral y genera respuestas de 
carácter Th2 (Guy, 2007). Como alternativa se propone el uso de oligonucleótidos con 
motivos CpG, que actúan sobre los mecanismos de respuesta innata, celular y humoral 
favoreciendo el desarrollo de respuestas de tipo Th1 (Heeg et al., 2008).
El modelo utilizado, los ratones BALB/c, es considerado uno de los más adecuados 
para llevar a cabo un análisis detallado de la respuesta inmune. Es de destacar, además, 
que esta cepa de ratones es frecuentemente utilizada en estudios de modulación de 
la respuesta alérgica (KleinJan et al., 2006; Kim y Yeo, 2007) e inmunoterapia específica, 
(Vrtala et al., 1998; Brimnes et al., 2007; Hisbergues et al., 2007). 
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Propiedades inmunoquímicas de los extractos modificados 5.1. 
de D. pteronyssinus
La preparación del extracto polimerizado a partir del extracto nativo implica dos 
pasos. En primer lugar, el extracto nativo se somete a un tratamiento acídico suave con-
trolado seguido de una diálisis que descarta componentes menores de 5 kDa. El resul-
tado de este proceso es el extracto despigmentado, que conserva el contenido proteico 
mayoritario del extracto nativo pero presenta una cantidad disminuida de pigmentos 
y otros compuestos alergénicamente no relevantes (Berrens, 1994). Durante el proceso 
de despigmentación la actividad enzimática del extracto también se ve alterada, redu-
ciéndose entre un 50-100% (Fernández-Caldas et al., 2008). Dado que el extracto despig-
mentado conserva el mismo contenido proteico, su capacidad de unión a IgG no se ve 
alterada y la capacidad de unión a IgE se ve ligeramente reducida (Fernández-Caldas et 
al., 2008) y por lo tanto sus propiedades antigénicas son teóricamente similares a las del 
extracto nativo.
La fracción descartada durante el proceso de despigmentación se conoce como 
el compuesto “C”. En los experimentos realizados para caracterizar este compuesto, se 
observó que es poco inmunogénico, necesitando dosis muy elevadas para suscitar una 
respuesta de baja intensidad. Fue necesaria una segunda dosis para observar recluta-
miento y activación de células B en ganglio drenante. Esta dosis no fue suficiente como 
para alterar las poblaciones de linfocitos T ni de células dendríticas. También se comprobó 
que la presencia del compuesto “C” no afecta la viabilidad de esplenocitos de ratones 
naive en cultivo. Los datos observados confirman que las sustancias descartadas durante 
el proceso de despigmentación no tienen propiedades inmunológicamente relevantes.
El segundo paso para la obtención del extracto polimerizado consiste en la poli-
merización propiamente dicha del extracto despigmentado (Casanovas et al., 2005b). 
Durante este proceso se trata el extracto despigmentado con glutaraldehido, que 
reacciona con los grupos amino primarios de los residuos de la cadena peptídica de las 
proteínas presentes en el extracto, alterando la conformación tridimensional de éstas y 
posiblemente modificando los epítopos conformacionales de los alérgenos contenidos 
en el extracto. También tienen lugar una serie de entrecruzamientos inter e intramole-
culares que resultan en un polímero de alto peso molecular (Marsh et al., 1970; Wurtzen 
et al., 2007). El resultado es un extracto cuya capacidad de unión a IgE está claramente 
disminuida, pero que mantiene una capacidad de unión a IgG similar a la del extracto 
nativo (Casanovas et al., 2005b).
79
   Discusión
Caracterización de la respuesta humoral5.2. 
La relación entre la eficacia de la inmunoterapia específica y la intensidad de la 
respuesta IgG no está claramente definida. En algunos estudios, se correlaciona un incre-
mento en la reactividad IgG con mejoras clínicas, pero en otros ocurre lo contrario (revi-
sado en Larche et al., 2006). De cualquier modo, los niveles de reactividad IgG siempre 
son el primer indicador a analizar en un ensayo de inmunización.
Los ensayos de dosis mostraron que la reactividad frente a IgG generada tras la 
inmunización depende de la dosis administrada. Sin embargo a partir de los 25 μg de 
proteína total inoculados no se observó una mayor intensidad de la respuesta, lo cual 
sugiere que a partir de esta dosis se alcanza el umbral de estimulación del sistema 
inmune. Es importante señalar que se aplicó la misma dosis de proteína total en todos 
los grupos, independientemente del extracto utilizado.
El extracto despigmentado demostró ser el más inmunogénico, independien-
temente del adyuvante utilizado. En principio no se esperaba observar diferencias con 
respecto al extracto nativo, dado que el contenido proteico de ambos es muy similar. 
Sin embargo, la ausencia de de pigmentos y otras sustancias inmunológicamente irrele-
vantes convierte al extracto despigmentado en un extracto de mayor riqueza, en cuanto 
al contenido proteico se refiere, lo que puede repercutir directamente en su capacidad 
inmunogénica.
La inoculación de los extractos en combinación con CpG indujo los efectos espe-
rados, que se reflejan en un aumento de la respuesta IgG en todos los casos. Destaca 
la capacidad de este adyuvante de triplicar la respuesta cuando se administra con el 
extracto polimerizado. En este grupo se observaron los niveles de reactividad IgG más 
altos de todo el estudio.
El AlOH también potenció la respuesta IgG al administrarse en combinación con 
el extracto nativo. Sin embargo, no parece tener un efecto cuantitativo sobre la inmuno-
genicidad de los extractos despigmentado y polimerizado.
La importancia de la reactividad IgG tras la inmunización no reside sólo en su 
intensidad, sino que también es fundamental la actividad funcional de los anticuerpos 
generados. Así, la posible producción de anticuerpos de tipo IgG bloqueantes que 
compiten por el mismo epítopo que anticuerpos IgE es fundamental para aumentar 
la efectividad de una vacuna (Visco et al., 1996; Denepoux et al., 2000). En los ensayos 
de inhibición se pretendía averiguar si los distintos procesos a los que se somete el 
extracto nativo modifican su antigenicidad y si existen diferencias entre los repertorios 
80
      Discusión   
de anticuerpos generados tras la inmunización con los distintos extractos. Para ello se 
midieron las variaciones en la reactividad de los sueros de animales inmunizados tras 
preincubarlos en presencia de un exceso de los distintos extractos. El extracto polimeri-
zado sólo fue capaz de inhibir en un 50% la reactividad de los sueros provenientes de la 
inmunización con extracto nativo y despigmentado. Este hecho confirma que el proceso 
de polimerización puede ocultar los epítopos IgG presentes en el extracto nativo o des-
pigmentado e incluso modificar estructuralmente las proteínas presentes en el extracto, 
produciendo cambios notables en su antigenicidad. 
Ni el extracto nativo ni el despigmentado consiguieron inhibir totalmente la reac-
tividad del suero proveniente de animales inmunizados con extracto polimerizado. Estos 
sueros conservaron un 20% de su reactividad al preincubarlos con los extractos men-
cionados, lo que sugiere que existen anticuerpos generados en respuesta al extracto 
polimerizado específicos para este extracto e implica la generación de nuevos epítopos 
durante el proceso de polimerización.
En el extracto despigmentado se observa un comportamiento similar, aunque 
en menor medida, al observado para el extracto polimerizado. El extracto despigmen-
tado sólo fue capaz de inhibir la reactividad de los sueros provenientes de los animales 
inmunizados con extracto nativo en un 85%. A su vez, el suero de animales inoculados 
con el extracto despigmentado conservó un 15% de su reactividad tras preincubarlo 
con extracto nativo. Estos datos sugieren que el proceso químico de despigmentación 
no sólo altera la estructura de las proteínas presentes en el extracto sino que modifica 
en algún grado las propiedades inmunogénicas y antigénicas del extracto confirmando 
lo sugerido por Fernández-Caldas (2008). Del mismo modo, los datos sugieren que el 
repertorio de anticuerpos generados por el extracto nativo no es idéntico al generado 
por el extracto despigmentado.
Ante la imposibilidad de medir la respuesta IgE específica, se comparó la concen-
tración en suero de IgE total tras la inoculación de los extractos en presencia o ausencia 
de adyuvantes con los niveles observados en los grupos control. Los altos niveles obser-
vados al administrar el extracto nativo adsorbido a AlOH coinciden con los esperados, 
dado que esta combinación es la utilizada normalmente para experimentos de sensibili-
zación de ratones BALB/c frente a un alérgeno (Herz et al., 2004).
Sin embargo, la utilización de AlOH como adyuvante al inocular los extractos 
despigmentado y polimerizado no provocó un aumento en los niveles de este subtipo. 
Como ya se ha dicho anteriormente, el proceso de polimerización reduce considera-
blemente la capacidad de unión a IgE del extracto polimerizado convirtiéndolo en 
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un extracto hipoalergénico (Ameal et al., 2005; Casanovas et al., 2005a; Casanovas et 
al., 2005b; Fernández-Caldas et al., 2006; Ibero y Castillo, 2006; Casanovas et al., 2007), 
incluso cuando se administra en combinación con un adyuvante que favorece respues-
tas de tipo Th2.
Los niveles de IgE observados al inocular el extracto despigmentado en combi-
nación con AlOH pueden parecer contradictorios con respecto a lo descrito en la litera-
tura, ya que no se ha mostrado que este extracto sea hipoalergénico cuando se  utiliza 
en pruebas cutáneas (Casanovas et al., 2005b). Sin embargo, sí se ha descrito como un 
extracto cuya capacidad de unión a IgE está ligeramente alterada y su actividad enzimá-
tica está reducida (Fernández-Caldas et al., 2008). La reducción de la actividad enzimática 
puede ser clave en la inducción de los niveles de IgE observados, dado que el alérgeno 
mayor Der p 1 está descrito como una cisteín-proteasa (Chua et al., 1988) cuya actividad 
enzimática facilita los procesos de sensibilización y los procesos inflamatorios que tienen 
lugar al entrar en contacto con  ácaros del polvo doméstico (Hewitt et al., 1995).
Los niveles más bajos de IgE se observaron al inocular el extracto polimerizado 
tanto sin adyuvante como en presencia de CpG. A pesar de no haber diferencias signi-
ficativas entre ellos, la inoculación del extracto polimerizado con CpG como adyuvante 
fue la única en la que los niveles de IgE medidos fueron inferiores a los del grupo control 
inoculado sólo con CpG. Estos resultados confirman el papel de este adyuvante como 
modulador de la respuesta Th2 característica que tiene lugar durante una reacción 
alérgica.
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Estudio de la respuesta local en ganglio drenante5.3. 
El primer encuentro con el antígeno es el que determina el destino fenotípico de 
los linfocitos T CD4+. La diferenciación hacia Th1, Th2, T reguladoras o Th17 tiene lugar 
tras este primer contacto y queda comprometida (Schmidt-Weber et al., 2007). Así, nos 
pareció importante estudiar los cambios en la composición de las poblaciones celulares 
que tienen lugar durante los primeros días tras la inoculación de los extractos en presen-
cia y ausencia de los adyuvantes CpG y AlOH.
El estudio de la respuesta local en ganglio drenante se utiliza frecuentemente 
para evaluar los efectos a corto plazo que la inoculación de adyuvantes tiene sobre las 
poblaciones celulares (Lovik et al., 2007). Los motivos CpG son un potente inmunoesti-
mulador que actúa de manera inmediata activando los mecanismos de respuesta innata 
mediante el receptor TLR9, presente principalmente en células dendríticas plasmacitoi-
des (pDCs) y linfocitos B, y en menor medida en linfocitos T CD4+ y CD8+ (Marsland y 
Kopf, 2007). Su uso como adyuvante en combinación con los tres extractos incrementó 
los niveles de activación de Linfocitos B, T CD4+ y CD8+ tras la primera dosis, favoreciendo 
a su vez un reclutamiento masivo de células dendríticas CD11c+. Es interesante observar 
que la presencia de estas pDCs activadas está relacionada con la generación de inte-
racciones tolerogénicas durante la presentación antigénica y con la diferenciación de 
células T reguladoras capaces de suprimir reacciones alérgicas en el modelo BALB/c (de 
Heer et al., 2004).
La inoculación del extracto despigmentado mostró diferencias con respecto al 
extracto nativo cuando se administró en combinación con el adyuvante CpG. Se apre-
ciaron picos de activación tras la segunda dosis en células B220+ (día 16) y en linfocitos 
CD4+ (día 21). Dado que este pico de activación no se observa en animales inoculados 
sólo con CpG sugerimos que la activación es antígeno-específica. Los segundos picos 
de activación observados pueden ser consecuencia de la mayor riqueza proteica de este 
extracto unida a la capacidad del adyuvante CpG de reducir el umbral de activación de 
linfocitos T específica de antígeno (Marsland y Kopf, 2007).
El extracto polimerizado induce en ausencia de adyuvantes un segundo pico 
de activación de linfocitos B y T CD4+ (en los días 16 y 21 respectivamente) que no se 
observa al inocular en las mismas condiciones los extractos nativo y despigmentado. 
Esto sugiere que dadas las características del extracto, sobre todo su elevado tamaño 
(>100 kDa), que dificultan su procesamiento y presentación se requiere una activación 
antígeno-específica de células B y T CD4+ tras la segunda dosis.
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El comportamiento observado en el grupo inoculado con extracto polimerizado y 
CpG fue muy similar al observado con el extracto despigmentado y el mismo adyuvante. 
La segunda dosis también indujo un segundo pico de activación antígeno-específico en 
células B220+ y linfocitos T CD4+, coincidiendo este último con el porcentaje mayor obser-
vado en la población de células dendríticas CD11c+ que tiene lugar siete días después de 
la segunda dosis (día 21). La unión de estos dos sucesos (activación de CD4+ y aumento 
de pDCs) se podría asociar con una presentación de antígeno con carácter tolerogénico 
(Akbari et al., 2001; de Heer et al., 2004) inducida por la combinación de las características 
inmunoquímicas del extracto polimerizado con las propiedades inmunomoduladoras e 
inmunoestimuladoras intrínsecas del adyuvante CpG.
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Modulación del perfil de citoquinas5.4. 
Como ya se ha comentado, el éxito de una terapia de inmunización está rela-
cionado con una reversión del perfil Th2 característico de una respuesta alérgica hacia 
un fenotipo Th1-Treg (Akdis y Blaser, 2000; Valenta, 2002; Akdis et al., 2004; Verhoef et al., 
2005; Larche et al., 2006). Para establecer el tipo de respuesta Th1/Th2 se midieron los 
niveles de las citoquinas Th1 (IL-2 e IFN-γ) y Th2 (IL-4 e IL-5) clásicas en sobrenadantes de 
cultivo de esplenocitos reestimulados con el extracto con el que fueron inmunizados. 
Adicionalmente se realizó una estimulación cruzada con extracto nativo en el caso de 
los grupos inmunizados con extracto despigmentado y polimerizado con la intención 
de observar el efecto que pudiera tener un hipotético reencuentro con el alérgeno en 
estado natural. Otro indicador de la polarización de la respuesta es la relación IgG1/IgG2a 
específica de antígeno, dado que la producción de IFN-γ favorece la secreción de IgG2a 
mientras que niveles altos de IL-4 favorecen la secreción de IgG1 (Stevens et al., 1988).
La inoculación de los tres extractos en ausencia de adyuvante se tradujo en todos 
los casos en una respuesta Th2, puesta de manifiesto por las bajas relaciones IgG2a/IgG1 
obtenidas en los sueros de animales inmunizados. Estos datos se confirmaron al analizar 
el perfil de citoquinas observado tras la estimulación in vitro de esplenocitos prove-
nientes de animales inmunizados, en los que se aprecian bajos niveles de IFN-γ e IL-2 
en todos los grupos y una subida en los niveles de IL-4 (grupo inoculado con extracto 
despigmentado) e IL-5 (grupos inoculados con extracto nativo y despigmentado).
La adsorción de los extractos a AlOH exacerbó aún más la respuesta Th2 obser-
vada en ausencia de adyuvantes. Los valores obtenidos al calcular la relación IgG2a/IgG1 
son incluso menores y van acompañados de niveles menores de IL-2 e IFN-γ (en animales 
inoculados con extracto nativo o despigmentado) y de aumentos en la producción de 
IL-4 (en animales inoculados con extracto nativo o polimerizado). Cabe destacar que en 
el grupo inmunizado con extracto polimerizado, la reestimulación no indujo una dismi-
nución en los niveles de IFN-γ y provocó un aumento en la producción de IL-2.
El uso de ODNs con motivos CpG como adyuvante tuvo los efectos de polariza-
ción esperados de acuerdo con lo descrito anteriormente en la literatura (Jain et al., 2003; 
Heeg et al., 2008). En todos los casos se observó un aumento de la respuesta IgG2a que 
derivó en un aumento significativo en las relaciones IgG2a/IgG1.
Tras la administración de extracto nativo en presencia de CpG, la reestimulación 
in vitro se tradujo en subidas moderadas en los niveles de IFN-γ que no fueron capaces 
de revertir la respuesta IgG1 predominante observada en ausencia de adyuvante, deri-
vando en una respuesta de carácter mixto (IgG2a/IgG1=1.24). 
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Un efecto similar se observa en los animales inoculados con extracto despigmen-
tado en combinación con CpG. En este caso, la producción de IFN-γ es mucho mayor y 
está acompañada de un descenso en los niveles de IL-4 y de una ligera subida en la can-
tidad de IL-5 producida tras la estimulación. Sin embargo, no se observó una reversión 
total de la respuesta IgG1, e incluso la relación IgG2a/IgG1 fue menor que la observada 
para el extracto nativo en las mismas condiciones (IgG2a/IgG1=0.75).
Sólo cuando la formulación administrada es el extracto polimerizado junto al 
CpG se logra una reversión total de la respuesta IgG2a/IgG1 (IgG2a/IgG1=1.80) a pesar 
de que el perfil de citoquinas Th1/Th2 generado tras la reestimulación fue muy similar al 
observado en el grupo inoculado con extracto despigmentado y el mismo adyuvante.
Los perfiles de citoquinas Th1/Th2 observados tras la estimulación cruzada con 
extracto nativo de los esplenocitos provenientes de animales inmunizados con los 
extractos despigmentado y polimerizado fueron similares a los observados tras la rees-
timulación con el mismo extracto con los que fueron inoculados. La menor intensidad 
observada parece ser una consecuencia del hecho de que el estímulo no es el mismo 
con el que se inmunizó inicialmente. Esto indica que el perfil de citoquinas está deter-
minado por el extracto inoculado independientemente del extracto empleado para la 
estimulación in vitro. Esta conclusión se confirma por el hecho de que los perfiles de 
citoquinas en los controles sí se ven condicionados por el estímulo empleado.    
La respuesta IgG2a/IgG1 en suero no se ajusta estrictamente al balance clásico 
de citoquinas Th1/Th2, lo cual sugiere que existen otras citoquinas involucradas en la 
regulación de este proceso.
Los linfocitos Treg se consideran el eje que regula la polarización Th1/Th2. Su prin-
cipal característica es la expresión del factor de crecimiento FoxP3 y ejercen su función 
reguladora principalmente a través de IL-10, que es capaz de inducir anergia en células 
previamente polarizadas hacia Th1 ó Th2.
La población de células T reguladoras juega un papel fundamental en la supre-
sión de las respuestas de tipo Th2 exacerbadas que tienen lugar durante las reacciones 
alérgicas (Valenta, 2002). En individuos alérgicos, están disminuidas y su recuperación 
está asociada al éxito de la aplicación de inmunoterapia específica (Akdis et al., 2004; 
Larche, 2007).
La producción de IL-10 en los sobrenadantes de cultivo de esplenocitos prove-
nientes de ratones inmunizados con los extractos en ausencia de adyuvante no superó 
en ningún caso lo observado en el grupo control, y sus niveles en el caso de los animales 
inoculados con los extractos adsorbidos a AlOH fueron indetectables.
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Al utilizar CpG como adyuvante se observan incrementos en la producción de 
IL-10 en todos los casos, aunque con diferencias importantes en cuanto a su intensidad. 
La inoculación del extracto nativo produjo niveles muy bajos de esta citoquina. Al ino-
cular los extractos despigmentado y polimerizado, los valores observados fueron 40 y 
20 veces superiores respectivamente. Cabe destacar que la estimulación in vitro con el 
extracto despigmentado produjo niveles muy altos de esta citoquina incluso en el grupo 
control (inoculado sólo con CpG). El incremento observado en los animales inmunizados 
con este extracto + CpG es proporcionalmente similar al que se observa al comparar el 
grupo inoculado con extracto polimerizado con su grupo control.
El perfil de producción de IL-1α coincide con los aumentos en la producción de 
IL-10 observados en los grupos inoculados con extracto despigmentado + CpG y poli-
merizado + CpG. Además de ser considerada una citoquina proinflamatoria, también se 
ha descrito como un factor de crecimiento para células Treg
 (Brinster y Shevach, 2008), 
favoreciendo la expresión de FoxP3.
La IL-10 no es una citoquina exclusiva de los linfocitos Treg, sino que también 
puede ser producida por linfocitos Th17, un cuarto tipo de células T CD4+ patogénicas 
recientemente descrito (Infante-Duarte et al., 2000).  Los linfocitos Th17 pueden jugar un 
papel fundamental en el agravamiento de los procesos de inflamación aguda que tie-
nen lugar en los casos crónicos de asma severa y dermatitis atópica a través de la acción 
combinada de IL-17 e IL-22 (Schmidt-Weber et al., 2007; Oboki et al., 2008). Sin embargo, 
si se diferencian en el bazo, en presencia de IL-6 y TGF-β, las células Th17 pierden sus 
propiedades patogénicas y se convierten en secretoras de IL-17 e IL-10 (McGeachy et al., 
2007). 
En los sobrenadantes de cultivo provenientes de los tres grupos inmunizados con 
CpG como adyuvante se detectaron altos niveles de IL-6 e IL-17, con diferencias similares 
en intensidad a las observadas para la producción de IL-10. El análisis combinado de los 
niveles de IL-1α, IL-6 e IL-17, nos lleva a deducir que la producción de IL-10 observada 
tras la inoculación del extracto despigmentado + CpG y el extracto polimerizado + CpG 
puede ser producto de dos tipos distintos de linfocitos T CD4+, los linfocitos T reguladores 
y las células Th17. Sin embargo, no se observó producción de IL-1α en los sobrenadantes 
de cultivo de los animales inoculados con extracto nativo + CpG. Por lo tanto se podría 
asumir que los bajos niveles de IL-10 observados en este grupo son producto principal-
mente de células Th17 de actividad patogénica restringida.
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Hipótesis del mecanismo de respuesta de las distintas 5.5. 
formulaciones
El tipo de respuesta Th1/Th2 inducida frente a los extractos en ausencia de 
adyuvantes depende de sus propiedades antigénicas e inmunogénicas. Siguiendo la 
propuesta de Adkis (1998) y dado que la respuesta frente al extracto nativo se caracte-
riza por la producción de citoquinas de tipo Th2 pensamos que la presentación de los 
epítopos IgG e IgE del extracto alergénico está mayoritariamente mediada por anticuer-
pos. El mismo perfil de respuesta se observa al inocular el extracto despigmentado que 
posee una capacidad inmunogénica mayor. Las diferencias estructurales del extracto 
polimerizado con respecto al extracto nativo y despigmentado es posible que dificulten 
la presentación mediada por anticuerpos y se favorezca, por otro lado, su presentación 
por vía fagocítica. La presentación por vía fagocítica de alérgenos con modificaciones 
estructurales ha sido asociada con la producción de IL-12 y la generación de perfiles de 
citoquinas de tipo Th1 (Akdis et al., 1998). A pesar de ser un extracto cuya estructura está 
modificada, el extracto polimerizado no es capaz, en ausencia de adyuvantes, de generar 
una respuesta de carácter Th1/Th2 distinta a las anteriores.
El uso de AlOH como adyuvante favorece el desarrollo de una respuesta Th2 cla-
ramente definida. En el caso del extracto nativo, la presencia de epítopos IgE permite su 
reconocimiento y presentación mediada por este anticuerpo, resultando en una sensi-
bilización que aumenta drásticamente la producción de IgE. El tratamiento ácido al que 
se somete el extracto despigmentado reduce su actividad enzimática y puede alterar 
estructuralmente los epítopos IgE (Fernández-Caldas et al., 2008). En este caso se evitaría 
una sensibilización como la observada al inocular el extracto nativo. El extracto polime-
rizado, cuya capacidad de unión a IgE está claramente reducida (Casanovas et al., 2005b; 
Casanovas et al., 2007), puede ser presentado preferentemente por vía fagocítica. En el 
grupo de animales inmunizados con el extracto polimerizado en presencia de AlOH se 
observaron niveles altos de IFN-γ tras la estimulación tanto con el extracto con el que 
fueron inmunizados como tras la estimulación cruzada con el extracto nativo. Esta pro-
ducción mayor fue, sin embargo, insuficiente para contrarrestar la polarización inducida 
por el AlOH.
Los motivos CpG favorecen una respuesta de tipo Treg-Th1 (Hussain et al., 2002; 
Jain et al., 2003; Banerjee et al., 2004; Mo et al., 2006). Desde este punto pensamos que 
la respuesta de tipo Th1 observada después de la administración de CpG junto a los tres 
extractos es de tipo Treg. Esta respuesta es menos patente al inocular el extracto nativo 
y acarrea subidas de baja intensidad en los niveles de IFN-γ, e IL-10. La inoculación de 
extracto polimerizado y motivos CpG induce una producción mayor de IFN-γ e IL-10 gene-
rada por la combinación del efecto del adyuvante y las propiedades inmunoquímicas del 
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extracto polimerizado mencionadas anteriormente. El comportamiento del extracto des-
pigmentado administrado en presencia de motivos CpG es similar al del polimerizado en 
cuanto a los perfiles de citoquinas observados. Sin embargo, el extracto despigmentado 
no es hipoalergénico (Casanovas et al, 2005).
A continuación se proponen tres modelos que intentan explicar los procesos que 
tienen lugar tras inocular tres formulaciones que dieron lugar a respuestas de carácter 
distinto: extracto nativo adsorbido a AlOH, extracto polimerizado adsorbido a AlOH y 
extracto polimerizado en combinación con ODNs con motivos CpG. 
1. Modelo de respuesta frente al extracto nativo adsorbido a AlOH (Figura 37)
La presentación de las proteínas del extracto nativo es fundamentalmente 
mediada por anticuerpos lo cual, unido a las características del adyuvante, activa la 
producción de IL-4 por parte de las células presentadoras. En este contexto se favorece 
la diferenciación y proliferación de linfocitos de tipo Th2 productores de IL-4 e IL-5. La 
presencia de IL-4 favorece el cambio de isotipo de IgM a IgE en linfocitos B e induce su 
expansión clonal (Gould et al., 2003). La IL-4 y la IL-5 podrían favorecer la maduración de 
basófilos, mastocitos y eosinófilos (Kay, 2001), que son las principales células efectoras 
de la respuesta alérgica, tanto inmediata como tardía (Valenta, 2002).
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Figura 37. Modelo de respuesta frente al extracto nativo adsorbido a AlOH
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2. Modelo de respuesta frente al extracto polimerizado adsorbido a AlOH (Figura 37)
Al administrarse esta formulación, el tipo de respuesta es similar a la observada 
cuando se utiliza el extracto nativo en las mismas condiciones. Existen tres diferencias 
fundamentales: en primer lugar, el extracto probablemente es presentado por la vía fago-
cítica (Akdis et al., 1998), en segundo lugar se detectaron niveles mayores de IFN-γ en 
los sobrenadantes de cultivo tras la estimulación cruzada y tras la reestimulación y final-
mente no se detecta una producción de IgE tan elevada como la observada al inocular el 
extracto nativo.
3. Modelo de respuesta frente al extracto polimerizado inoculado en presencia de 
CpG (Figura 39)
Tras la inoculación del extracto polimerizado en presencia de motivos CpG hay dos 
factores que influirán en el tipo de respuesta que se desarrolla: las propiedades estructu-
rales del extracto y el papel del adyuvante. El tamaño y la baja capacidad de unión a IgE 
del extracto polimerizado favorecen su presentación por la vía fagocítica. Paralelamente 
los motivos CpG promueven, vía TLR9, el reclutamiento de pDCs y provocan la activación 
temprana de linfocitos B y T (Heeg et al., 2008). En este contexto se induce la producción 
de citoquinas (IL1-α, IL-6, IL-10 y posiblemente IL-12) cuyo efecto se traduce en la diferen-
ciación y expansión clonal de linfocitos Th0 a linfocitos Th1 (productores de IFN-γ) (Akdis 
Figura 38. Modelo de respuesta frente al extracto nativo inoculado en presencia de CpG
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y Blaser, 2000), Treg (productores de IL-10 y posiblemente TGF-β) (Brinster y Shevach, 
2008) y Th17 no patogénicos (productores de IL-17 e IL-10) (McGeachy et al., 2007). El 
IFN-γ actúa principalmente favoreciendo el cambio de isotipo de IgG1 a IgG2a en linfoci-
tos B. La IL-10 posiblemente actúe induciendo anergia en linfocitos B y T, y suprimiendo 
la activación y diferenciación de las distintas células efectoras de la respuesta alérgica 
(Larche, 2007).
Los resultados obtenidos en esta tesis confirman que, en presencia de un adyu-
vante tradicional como el AlOH, el extracto polimerizado parece la mejor opción de 
inmunoterapia de las tres analizadas. Sus características hipoalergénicas unidas a la 
producción de IFN-γ en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos inmunizados con el 
extracto polimerizado adsorbido a AlOH posiblemente contribuyan a la mejor seguridad 
y eficacia ya descritas para esta formulación (Sager y Renner, 2004; Ameal et al., 2005; 
Garcia-Robaina et al., 2006).  En presencia de motivos CpG, el extracto polimerizado 
induce una respuesta de tipo Th1 (probablemente Th1-Treg), en el modelo de ratones 
BALB/c. Este tipo de respuesta está asociado con la eficacia de inmunoterapia específica 
B
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Figura 39. Modelo de respuesta frente al extracto polimerizado inoculado en presencia de ODN con 
motivosCpG
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(Akdis y Blaser, 2000) y nos lleva a proponer que el uso del extracto polimerizado combi-
nado con ODN con motivos CpG como adyuvante podría ser una alternativa a tener en 
cuenta en inmunoterapia.  

Conclusiones

95
Conclusiones
Conclusiones6. 
La respuesta frente al extracto nativo es dosis dependiente. De los tres extractos •	
analizados, el extracto despigmentado es el más inmunogénico.
El adyuvante con motivos CpG es el que potencia en mayor grado la respuesta •	
IgG. Las combinaciones del extracto despigmentado y polimerizado con CpG 
son las más inmunogénicas.
Tras la inmunización con cada uno de los extractos el repertorio de anticuerpos •	
generado tiene características diferenciales. 
La inoculación de cada uno de los tres extractos en ausencia de adyuvante •	
genera una respuesta de tipo Th2, con bajos niveles de IFN-γ y relaciones IgG2a/
IgG1 claramente por debajo de la unidad.
La administración de cualquiera de los extractos junto a ALOH genera una •	
respuesta de tipo Th2 más exacerbada. La administración del extracto polime-
rizado junto a ALOH da lugar a la producción de mayores niveles de IFN-γ que 
los observados al inocular el extracto nativo o el extracto despigmentado con el 
mismo adyuvante.
Cuando se administra el extracto nativo en  presencia de ALOH se observa una •	
elevada producción de IgE. Esta respuesta no se genera cuando se administra el 
extracto despigmentado o el polimerizado.
La tendencia predominante a generar una respuesta humoral de tipo Th2 es •	
revertida por los motivos CpG cuando se administran como adyuvantes. Esta 
reversión es más acusada cuando se administra con el extracto polimerizado. 
Los datos presentados indican, además, que el perfil de citoquinas generado 
por los motivos CpG cuando se administran con cualquiera de los tres extractos 
es de tipo Th1 (y posiblemente Th1-Treg). La intensidad de esta respuesta es 
mayor cuando se administra junto a los extractos modificados.  
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